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Production of microorganisms that overproduce pantothenic acid, useful as vitamin 
in e.g. foods or medicines, by overexpressing sequences that encode 
ketopantothenate reductase Production, and improvement, of panthothenic acid (I)- 
producing microorganisms by amplifying (particularly overexpressing) sequences ( 
I) that encode ketopanthoate reductase (KPR), specifically the panE gene, either 
individually or together. Optionally the ilvC gene is also amplified. Independent 
claims are also included for the following: (1) plasmid vectors pFE80, pFE65 and 
pFE32, deposited, in Escherichia coli K12 strain MG1655, as DSM 12414, 12382 and 
12413, respectively; (2) the E. coli K12 strain FE6 which is resistant to valine; 
(3) the E. coli strain FE7 in which the avtA gene is exchanged for a 
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Beschreibung 

Stand der Technik 

5 [0001] Die Pantothensaure stellt ein kommerziell bedeutendes Vitamin dar, das in der Kosmetik, der Medizin, der 
Humanernahrung und in der Tierernahrung Anwendung findet. 

[0002] Pantothensaure kann durch chemische Synthese oder biotechnisch durch Fermentation geeigneter Mikroor- 
ganismen in geeigneten Nahrlosungen hergestellt werden. Bei der chemischen Synthese ist das DL-Pantolacton eine 
wichtige Verbindung. Es wird in einem mehrstufigen Verfahren aus Formaldehyd, Isobutyraldehyd und Cyanid herge- 
10 stellt. In weiteren Verfahrensschritten wird das racemische Gemisch aufgetrennt und D-Pantolacton mit P-Alanin kon- 
densiert, und man erhalt D-Pantothensaure. 

[0003] Der Vorteil der fermentativen Herstellung durch Mikroorganismen liegt in der direkten Bildung der gewunsch- 
ten stereoisomeren D-Form. 

[0004] Verschiedene Arten von Bakterien, wie z. B. Escherichia coli, Arthrobacter ureafaciens, Corynebacterium 

15 erythrogenes, Brevibacterium ammoniagenes und auch Hefen, wie z. B. Debaromyces castellii konnen wie in EPA 0 
493 060 gezeigt, in einer Nahrlosung, die Glucose, DL-Pantoinsaure und p-Alanin enthalt, D-Pantothensaure produ- 
zieren. EPA 0 493 060 zeigt weiterhin, daft bei Escherichia coli durch Amplifikation von Pantothensaure-Biosynthese- 
genen, die auf den Plasmiden pFV3 und pFV5 enthalten sind, in einer Nahrlosung, die Glucose, DL-Pantoinsaure und 
p-Alanin enthalt, die Bildung von D-Pantothensaure verbessert wird. 

20 [0005] EPA 0 590 857 und US-Patent 5,51 8,906 beschreiben von Escherichia coli Stamm IF03547 abgeleitete Mu- 
tanten wie FV5714, FV525, FV814, FV521, FV221, FV6051 und FV5069 die Resistenzen gegen verschiedene Anti- 
metabolite wie Salizylsaure, a-Ketobuttersaure, p-Hydroxyasparaginsaure, O-Methylthreonin und a-Ketoisovalerian- 
saure tragen und in einer Nahrlosung, die Glucose enthalt Pantoinsaure und in einer Nahrlosung, die Glucose und 
p-Alanin enthalt, D-Pantothensaure produzieren. In EPA 0 590 857 und US-Patent 5,518,906 wird weiterhin gezeigt, 

25 daft nach Amplifikation der Pantothensa'ure-Biosynthesegene, die auf dem Plasmid pFV31 enthalten sind, in den oben 
genannten Stammen in einer Nahrlosung die Glucose enthalt die Produktion von D-Pantoinsaure und in einer Nahr- 
losung die Glucose und p-Alanin enthalt die Produktion von D-Pantothensaure verbessert wird. 
[0006] In WO 97/10340 wird daruber hinaus gezeigt, dafi in Pantothensaure bildenden Stammen von Escherichia 
coli durch Erhohung der Aktivitat des Enzyms Acetohydroxysaure-Synthase II, einem Enzym derValin Biosynthese, 

30 die Pantothensaure-Produktion weiter gesteigert werden kann. 

[0007] Das Dokument Database Biosis [Online] Biossciences Information Service, Philadelphia, PA, US; 1983 Pri- 
merano D A et al.: 'Role of Aceto Hydroxy acid isomero reductase in Biosynthesis of Pantothenic-acid in Salmonella- 
Tyhimurium' Database accession no. PREV1 98376072046 XP002 170048 & Journal of Bacteiology, Bd. 153, Nr. 1983, 
Seiten 259-269, ISSN: 0021-9193. In diesem Dokument wird die Rolle der Acetohydroxysaure Isomeroreduktase bei 

35 der Umwandlung von Ketopantoat in Pantoat beschrieben. 

Aufgabe der Erfindung 

[0008] Die Erfinder haben sich zur Aufgabe gestellt, neue Grundlagen fur ein verbessertes Verfahren zur Herstellung 
40 von Pantothensaure bereitzustellen. 

Beschreibung der Erfindung 

[0009] Das Vitamin Pantothensaure stellt ein kommerziell bedeutendes Produkt dar, das in der Kosmetik, der Me- 
45 dizin, der Humanernahrung und in der Tierernahrung Anwendung findet. Es besteht daher ein allgemeines Interesse 
daran verbesserte Verfahren zur Herstellung von Pantothensaure bereitzustellen. Wenn im folgenden Text D-Panto- 
thensaure oder Pantothensaure oder Pantothenat erwahnt werden, sind damit nicht nur die freie Saure sondern auch 
die Salze der D-Pantothensaure wie z.B. das Calcium-, Natrium-, Ammonium- oder Kaliumsalz gemeint. 
[001 0] Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von D-Pantothensaure durch Fermantation diese 
50 Saure produzierender Mikroorganismen, dadurch gekennzeichnet, dass man Mikroorganismen einsetzt, in denen man 
fur die Ketopantoatreduktase kodierende Nukleotidsequenzen panE-Gen und gegebenenfalls zusatzlich das ilvC-Gen 
iiberexprimiert. 

[0011] Bei dem Verfahren fuhrt man folgende Schritte durch: 

55 a) Fermatation von Mikroorganismen, ausgwahlt aus der Gruppe Gram-negative Bakterien, Gram-positive Bak- 

terien, Hefen und Pilze, in denen man mindestens die fur das Enzym Ketopantoatreduktase kodierenden Nukleo- 
tidsequenzen uberexprimiert, 
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b) Anreicherung der Pantothensaure im Medium oder in den zellend er Mikroorganismen, 

c) Isolieren der Pantothensaure. 

5 [0012] Der Begriff "Verstarkung" beschreibt die Erhohung der intrazellularen Aktivitat eines oder mehrerer Enzyme, 
die durch die entsprechende DNA codiert werden, indem man die Kopienzahl des(der) Gene erhbht, einen starken 
Promotor verwendet oder ein Gen verwendet, das fur ein entsprechendes Enzym mit einer hohen spezifischen Aktivitat 
codiert und gegebenenfalls diese Maftnahmen kombiniert. 

Es wurde gefunden, daft bei Uberexpression des panE-Gens zusammen mit den Genen panB, panC und panD die 
10 Bildung der Pantothensaure weiter verbessert wird. Zur Erzielung der Uberexpression kann die Kopienzahl der ent- 
sprechenden Gene mittels Plasmidvektoren wie z. B. pBR322 (Sutcliffe, COLD SPRING HARBOR SYMPOSIA ON 
QUANTITATIVE BIOLOGY 1 979, 43: 77-90) oder pUC1 9 (Viera , Gene 1 982 1 9:259-268) erhoht werden, oder es kann 
die Promotor- und Regulationsregion, die sich stromaufwarts des Strukturgens befindet, mutiert werden. Ein bekanntes 
Beispiel hierfur ist die lac-UV5-Mutation des lac-Promotors (Winnacker: Gene und Klone, Eine Einfuhrung in die Gen- 
15 technologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland, 1990). In gleicher Weise wirken Expressionskassetten, die 
stromaufwarts des Strukturgens eingebaut werden. Diese Methode istz. B. bei LaVallie etal. (BIO/TECHNOLOGY 11, 
187-193 (1993) und in PCT/US97/13359 angewendet worden. 

[001 3] Alternativ kann weiterhin eine Oberexpression der betreffenden Gene durch Veranderung der Medienzusam- 
mensetzung und Kulturfuhrung erreicht werden. Ein Beispiel hierfur ist die allseits bekannte Regulation der Expression 

20 des lac-Operons durch Glukose und Laktose. Die Erfinder haben daruberhinaus herausgefunden, daft die Uberex- 
pression des panE-Gens sich in Stammen vorteilhaft auswirkt, die Resistenzmutationen gegen Metabolite und Anti- 
metabolite wie z. B. Resistenz gegen L-Valin aufweisen. Weiterhin wurde gefunden, daft die Uberexpression des pa- 
nE-Gens sich in Stammen vorteilhaft auswirkt, die Defektmutationen in Genen von Stoffwechselwegen, wie z.B. dem 
avtA- oder ilvE-Gen besitzen, die Vorstufen der Pantothensaure umsetzen oder die Pantothensaurebildung mindern. 

25 [0014] Die Mikroorganismen, die Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind, konnen Pantothensaure aus Gluco- 
se, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Starke, Cellulose oder aus Glycerin und Ethanol herstellen. 
Dabei handelt es sich urn Pilze, Hefen oder insbesondere Gram-positive Bakterien z. B. der Gattung Corynebacterium 
oder urn Gram-negative Bakterien, wie z. B. die der Enterobacteriaceae. Bei der Familie der Enterobacteriaceae ist 
besonders die Gattung Escherichia mit der Art Escherichia coli zu nennen. Innerhalb der Art Escherichia coli sind die 

30 sogenannten K-12 Stamme wie z. B. die Stamme MG1655 oder W3110 (Neidhard et al.: Escherichia coli and Salmo- 
nella. Cellular and Molecular Biology (ASM Press, Washington D.C.)) oder der Escherichia coli Wildtypstamm IF03547 
(Institut fur Fermentation, Osaka, Japan) und davon abgeleitete Mutanten zu nennen. Bei der Gattung Corynebacterium 
ist insbesondere die Art Corynebacterium glutamicum zu nennen, die in der Fachwelt fur ihre Fahigkeit bekannt ist, 
Aminosauren zu bilden. Zu dieser Art gehoren Wildtypstamme wie z. B. Corynebacterium glutamicum ATCC13032, 

35 Brevibacterium flavum ATCC 14067, Corynebacterium melassecola ATCC 17965 und andere. 

[0015] Fur die Isolierung des ilvC-Gens und des panE-Gens stellt man sich zunachst eine Mutante beispielsweise 
von Escherichia coli her, die eine Mutation im ilvC-Gen und panE-Gen tragt. 

[0016] Die Nukleotidsequenz des ilvC-Gens von Escherichia coli ist bekannt (Wek and Hatfield, Journal of Biological 
Chemistry 261, 2441-2450 (1986)). Methoden zur Isolierung chromosomaler DNS sind ebenfalls bekannt (Sambrook 

40 et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Durch Wahl geeigneter 
Primer kann das ilvC-Gen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion amplifiziert werden (Innis et al., PCR protocols. A 
guide to methods and applications, 1990, Academic Press). Anschlieftend wird es in einen Plasmidvektor eingefugt. 
Als Plasmidvektoren kommen solche in Frage, die in den entsprechenden Mikroorganismen replizieren konnen. Fur 
Escherichia coli kommen z.B. die Vektoren pSC101 (Vocke and Bastia, Proceedings of the National Academy of Sci- 

45 ence U.S.A. 80 (21), 6557-6561 (1983)) oder pKK223-3 (Brosius and Holy, Proceedings of the National Academy of 
Science USA 81 , 6929 (1 984)), fur Corynebacterium glutamicum z.B. der Vektor pJC1 (Cremer et al., Mol. Gen. Genet. 
220:478-480 (1990)) oder pEKEx2 (Eikmanns et al., Gene 102:93-98 (1991)) oder pZ8-1 (Europaische Patentschrift 
0 375 889) und fur Saccharomyces cerevisiae z. B. der Vektor pBB116 (Berse, Gene 25: 109-117 (1983)) oder pDGI 
(Buxton etal., Gene 37: 207-214 (1985)) fur die vorliegende Erfindung in Frage. Methoden zum Einbau von DNA-Frag- 

50 menten in Plasmidvektoren sind bei Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, 1989) beschrieben. Methoden zur Transformation und Elektroporation sind bei Tauch et al. (FEMS 
Microbiology Letters 123:343-347 (1994)) beschrieben. Ein Beispiel eines solchen transformierten Stammes ist der 
Escherichia coli Stamm MG1655/pFE32. Plasmid pFE32 enthalt das ilvC-Gen von MG1655 das in den Vektor pBR322 
eingebaut wurde. Ein weiteres Beispiel eines solchen transformierten Stammes ist der Corynebacterium glutamicum 

55 Stamm ATCC1 3032/pFE91 . Plasmid pFE91 enthalt das ilvC-Gen von ATCC1 3032 das in den Vektor pECm3 eingebaut 
wurde. Das Plasmid pECm3 ist ein Derivat des Plasmids pECm2 (Tauch, 1994, FEMS Microbiological Letters, 123: 
343-348), dessen Kanamycin-Resistenzgen durch eine Bglll- und BamHI-Restriktion mit anschlieftender Religation 
entfernt wurde. 
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[0017] Zum Einbau einer Mutation in das ilvC-Gen, die dessen Funktion ausschaltet, kann beispielsweise eine De- 
letion oder Insertion in dieses eingebaut werden. Zur Erzeugung einer Deletion kann mit Hilfe geeigneter Restriktions- 
enzyme und anschliefiender Verknupfung der entstandenen Enden ein innerer Teil der Nukleotidsequenz des Struk- 
turgensentfernt werden. Das auf diese Weise mutierte ilvC-Gen istfunktionslos. In gleicher Weise kann in das ilvC-Gen 

5 ein zweites Gen eingebaut werden , daft fur eine Resistenz gegen ein Antibiotikum kodiert. Das auf diese Weise mutierte 
ilvC-Gen ist ebenfalls funktionslos. Das dergestalt mutierte ilvC-Gen kann anschlieftend in einen Mikroorganismus 
eingebracht und in dessen Chromosom gegen das Wildtyp-Gen ausgetauscht werden. Methoden, wie dieser Genaus- 
tausch durchzufuhren ist, sind in der Literatur bekannt. Fur Escherichia coli kann die von Hamilton et al. (Journal of 
Bacteriology 171, 4617-4622 (1989)) beschriebene Methode eingesetzt werden, die auf temperatursensitiven Repli- 

10 kationsmutanten des Plasmids pSC101 beruht. Ein derartiges Plasmid ist z. B. pMAK705. Fur Corynebacterium glut- 
amicum kann die von Schwarzer und Punier (BIO/TECHNOLOGY 9, 84-87 (1991)) beschriebene Methode des Gen- 
austauschs verwendet werden, bei der nichtreplikative Plasmidvektoren verwendet werden. Fur Saccharomyces ce- 
revisiae ist eine Methode des gezielten Genaustausches bei Roca et al. (Nucleic Acid Research 20(17), 4671-4672 
(1992)) beschrieben. 

15 [0018] Ein mutiertes ilvC-Gen kann beispielsweise fotgendermalien aus einem Wildtyp ilvC-Gen hergestellt werden. 
Das Plasmid pFE32 besteht aus pBR322 in dessen BamHI-Restriktionsschnittstelle das ilvC-Wildtypgen eingebaut 
wurde. In die Kpnl-Schnittstelle des ilvC-Gens von pFE32 wurde das aacC1-Gen eingebaut, das fur Resistenz gegen 
das Antibiotikum Gentamycin kodiert (Schweizer, BioTechniques 15 (5), 831-834 (1993)). Das auf diese Weise erhal- 
tene Plasmid pFE33 enthalt das ilvC::aacC1-Allel, das kein funktionsfahiges ilvC-Genprodukt mehr bilden kann. Das 

20 ilvC::aacC1-Allel wurde aus dem Plasmid pFE33 entnommen und in die Sphl-Schnittstelle des Plasmids pMAK705 
eingefugt, wodurch das Plasmid pDB1 entstand. Plasmid pDB1 ist ein zum Allelaustausch befahigter Plasmidvektor 
der zum einen aus pMAK705 und zum anderen aus dem ilvC::aacC1-Allel besteht. Plasmid pDB1 wurde nach der von 
Hamilton et al. beschriebenen Methode verwendet, urn das in MG1655 vorhandene Wildtyp ilvC-Gen gegen das ilvC:: 
aacC1-Allel auszutauschen. Der auf diese Weise entstandene Stamm wurde als FE4 bezeichnet. 

25 [0019] Fur die Isolierung einer Mutante von FE4, die eine Mutation im panE-Gen tragt wurde der Stamm FE4 einer 
Transposon-Mutagenese mit dem Transposon Tn5 unterzogen. Das Transposon Tn5 ist bei Auerswald (COLD 
SPRING HARBOR SYMPOSIA ON QUANTITATIVE BIOLOGY 45, 107-113 (1981)) beschrieben. Die Methode der 
Transposon-Mutagenese ist z. B. im Handbuch von Miller, A: Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Manual 
and Handbook for Escherichia coli and Related Bacteria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992) beschrieben. 

30 Die Methode ist weiterhin bei Simon (Gene 80, 161-169 (1998)) und auch im Handbuch von Hagemann: Gentechno- 
logische Arbeitsmethoden (Gustav Fischer Verlag, 1990) und zahlreichen anderen der Offentlichkeit zuganglichen 
Publikationen beschrieben. Weiterhin konnen Mutanten auch nach Mutagenese mit ultraviolettem Licht oder nach 
Behandlung mit einer Mutations-auslbsenden Chemikalie wie z. B. N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin erzeugt wer- 
den. Unter den auf diese Weise erhaltenen Mutanten konnen nach Prufung der Wuchsstoffbedurfnisse insbesondere 

35 des Pantothensaure-Bedurfnisses solche Mutanten isoliert werden, die eine Mutation in einem Gen der Pantothen- 
saure-Biosynthese tragen. Von besonderem Interesse sind solche Pantothensaure bedurftigen Mutanten, die nicht 
Ketopantoat aber Pantoat als Wuchsstoff verwerten konnen und somit in dem fur die Ketopantoat-Reduktase (EC 
1 .1 .1169) kodierendem panE-Gen mutiert sind. Ein Beispiel hierfur ist der auf diese Weise erhaltene Stamm FE5, der 
neben der ilvC::aacC1 -Mutation eine panE::Tn5-Mutation tragt. 

40 [0020] Mikroorganismen, die eine Defektmutation im ilvC- und panE-Gen tragen wie beispielsweise der Escherichia 
coli Stamm FE5, konnen als Klonierwirte zur Isolierung des ilvC- und des besonders interessierenden panE-Gens oder 
von Nukleotidsequenzen, die fur Proteine mit Ketopantoatreduktase-Aktivitat kodieren, verwendet werden. 
[0021] Hierzu wird von dem interessierenden Mikroorganismus eine Genbank angelegt. Das Anlegen von Genban- 
ken ist in allgemein bekannten Lehrbuchern und Handbuchern niedergeschrieben. Als Beispiel seien das Lehrbuch 

45 von Winnacker: Gene und Klone, Eine Einfuhrung in die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland, 
1990) oder das Handbuch von Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Labo- 
ratory Press, 1989) genannt. Eine bekannte Genbank ist die des E. coli K-12 Stammes W3110, die von Kohara et al. 
(Cell 50, 495 - 508 (1987)) angelegt wurde. Genbanken verschiedener Mikroorganismen konnen mittlerweile kauflich 
erworben werden wie beispielsweise eine Genbank von Saccharomyces pombe Stamm Sp63 der Firma Stratagene 

50 (Heidelberg, Deutschland) im Plasmid Lambda FIX II (Elgin, Strategies 4: 6-7(1991)), eine Genbank des Escherichia 
coli Stammes W1485 der Firma CLONTECH (Heidelberg, Deutschland) im Plasmid pGAD1 0 (Kitts, CLONTECH (Hei- 
delberg, Deutschland) Vectors On Disc version 1.3, 1994), dessen Nukleotdsequenz unter der GenBank accession 
number U1 31 88 zuganglich ist. Die auf die oben beschriebene Art und Weise hergestellte Genbank kann dann in den 
oben beschriebenen Wirt FES durch Transformation eingebracht werden. So wurde beispielhaft die pGAD1 0 - Genbank 

55 von W1 485 in den Stamm FE5 durch Transformation eingebracht und die erhaltenen Transformanten auf ihre Fahigkeit 
untersucht auf einem Pantothensaure freiem Nahrboden zu wachsen. Die in der Plasmid-DNA der erhaltenen Panto- 
thensaure prototrophen Transformanten enthaltenen Insertionen kann durch Bestimmung der Nukleotidsequenz un- 
tersucht werden. Methoden zur Bestimmung von Nukleotidsequenzen konnen beispielsweise bei Sanger et al. (Pro- 
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ceedings of the National Academy of Science USA 74:5463-5467 (1977)) nachgeiesen werden. Nukleotidsequenzen 
konnen Genen mittels Homologieuntersuchungen zugeordnet werden. Eine Moglichkeit fur diese Homologiesuche 
bietet der Vergleich mit Nukleotidsequenzen der EMBL und GenBank Datenbanken, die mittels des BLAST E-mail 
Service (Altschul, Journal of Molecular Biology 215, 403-410 (1990)) durchgefuhrt werden konnen. Ein Beispiel einer 
5 solchen Transformante ist der Escherichia coli Stamm FE5/pFEbank16 der das panE-Gen des E. coli Stammes 
MG1655tragt. 

[0022] Das auf die beschriebene Weise isolierte und identifizierte panE-Gen kann anschliefiend in einem gewunsch- 
ten Mikroorganismus zur Expression gebracht werden. Hierzu wird es durch Plasmidvektoren amplifiziert. Diese wie- 
derum konnen mit Signalstrukturen ausgerustet sein, die fur eine effiziente Transkription und Translation sorgen. Eine 

10 Obersicht uber Expressionsvektoren findet man beispielsweise in dem Lehrbuch von Winnacker:Gene und Klone, Eine 
Einfuhrung in die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland, 1990) Oder bei Sambrook et al.: Molecular 
Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Weiterhin konnen Expressionssignale 
wie z. B. der tac-Promotor stromaufwarts des panE-Gens in das Chromosom eingebaut werden. Derartige Methoden 
sind in WO 98/04715 beschrieben. Das zu exprimierende panE-Gen kann aus dem klonierten chromosomalen DNA - 

15 Fragment entnommen werden oder es kann wiederum mit Hilfe der Polymerase - Kettenreaktion amplifiziert werden. 
Die in dem betreffenden Mikroorganismus vorhandene Menge an Ketopantoat-Redukase kann mit Hilfe des von Shimi- 
zu et al. (Journal of Biological Chemistry 263: 12077-12084 (1988)) beschriebenen Methode bestimmt werden. Ein 
Beispiel eines derartigen Stammes ist der Escherichia coli Stamm MG1655/pFE65. Plasmid pFE65 besteht aus dem 
Vektor pKK223-3 in dessen EcoRI-Restriktionsschnittstelle das panE-Gen von Escherichia coli MG1655 eingebaut 

20 wurde. 

[0023] Erfindungsgemafi hat es sich als vorteilhaft erwiesen, zusatzlich zu dem fur die Ketopantoat-Reduktase ko- 
dierenden panE-Gen eines oder mehrere Gene der Pantothensaure-Biosynthese zu uberexprimieren. Hierzu gehoren 
die Gene die fur die Enzyme Ketopantoat-Hydroxymethyltransferase (EC 4.1.2.12), Aspartat-1 -Decarboxylase (EC 
4.1.1 .11) und Pantothenat-Synthetase (EC 6.3.2.1) kodieren. In Escherichia coli tragen diese Gene die Bezeichnung 

25 panB, panD und panC (Miller, A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia 
coli and Related Bacteria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)). Hierzu konnen die Gene in verschiedene 
kompatible Plasmidvektoren eingebaut werden. Beispiele hierfur sind bei Bartolome et al. (Gene 102, 75-78 (1991) 
beschrieben. Weiterhin kann die Genexpression durch Veranderung der stromaufwarts gelegenen chromosomalen 
Signalstrukturen erhoht werden. Weiterhin konnen die betreffenden Gene nacheinander angeordnet unter die Kontrolle 

30 eines gemeinsamen Promotors gestellt und in einen Plasmidvektor eingebaut und in einen geeigneten Mikroorganis- 
mus eingefuhrt werden. Ein Beispiel hierfur ist der Escherichia coli Stamm MG1 655/pFE80. Das Plasmid pFE80 besteht 
aus dem Plasmid pKK223-3, das die Gene panB, panD, panC und panE in der angegebenen Reihenfolge enthalt. 
Stromaufwarts des panB-Gens ist in pFE80 der tac-Promotor als Expressionssignal enthalten. 
[0024] Es hat sich weiterhin als vorteilhaft erwiesen, das panE-Gen und die Expressionseinheit bestehend aus den 

35 Genen panB, panD, panC und panE in Wirtsstammen zu uberexprimieren, die chromosomale Mutationen enthalten. 
[0025] Es konnen Mutationen einzeln oder gemeinsam verwendet werden, die Resistenzen gegen Stoffwechselpro- 
dukte wie z. B. L-Valin oder a-Ketoisovaleriansaure oder gegen Analoga von Stoffwechselprodukten wie z. B. p-Hydro- 
xyasparaginsaure oder O-Methylthreonin bewirken. Derartige Mutanten treten spontan auf oder konnen nach Muta- 
genese mit ultraviotettem Licht oder nach Behandlung mit einer Mutations-auslosenden Chemikalie wie z. B. N-me- 

40 thyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin erzeugt werden und anschlieflend auf Agarplatten, die die entsprechenden Substanz 
enthalten, selektioniert werden. Verfahren zur Mutationsauslosung und Selektion sind allgemein bekannt und konnen 
unter anderem bei Miller (A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia 
coli and Related Bacteria (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)) oder im Handbuch "Manual of Methods for 
General Bacteriology" der American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA) nachgeiesen werden. Ein Bei- 

45 spiel fur eine derartige Mutante ist der Escherichia coli Stamm FE6, die als spontan auftretende, gegen L-Valin resi- 
stente Mutante des Stammes MG1655 isoliert wurde. 

[0026] Weiterhin konnen gezielt ungunstige oder stbrende, chromosomal kodierte Stoffwechselreaktionen ausge- 
schaltet werden. Hierzu werden in die entsprechenden Gene Insertionen oder Deletionen eingefugt und die auf diese 
Weise entstandenen mutierten Gene beziehungsweise Allele in das Chromosom des betreffenden Wirtes eingebaut. 

50 Es konnen die Methoden eingesetzt werden, die oben fur die Mutation des ilvC-Gens beschrieben worden sind. Ein 
Beispiel fur eine derartige Mutante ist der Escherichia coli Stamm FE7, der eine avtA::aadB-Mutation im Chromosom 
tragt. Hierbei handelt es sich urn den Stamm MG1655 in dessen avtA-Gen das Resistenz gegen Streptomycin vermit- 
telnde aadB-Gen aus Plasmid pHP45ft (Prentki und Krisch, Gene 29, 303-313 (1984)) eingesetzt wurde. 
In den auf diese Weise hergestellten Wirtsstammen kann dann das panE-Gen allein oder in Kombination mit anderen 

55 Genen uberexprimiert werden. Beispiele hierfur sind die Stamme FE6/pFE80 und FE7/pFE80. 

[0027] Die erfindungsgemaft hergestellten Mikroorganismen konnen kontinuierlich oder diskontinuierlich im batch - 
Verfahren oder im fed batch (Zulaufverfahren) oder repeated fed batch Verfahren (repetitives Zulaufverfahren) zum 
Zwecke der Pantothensaure-Produktion kultiviert werden. Eine Zusammenfassung uber bekannte Kultivierungsme- 
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thoden ist im Lehrbuch von Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einfuhrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer 
Verlag, Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, 
Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

Das zu verwendende Kulturmedium mufi in geeigneter Weise den Anspruchen der jeweiligen Mikroorganismen genu- 
gen. Beschreibungen von Kulturmedien verschiedenener Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods for 
General Bacteriology" der American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981) enthalten. Als Kohlen- 
stoffquelle konnen Zucker und Kohlenhydrate wie z.B. Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, 
Starke und Cellulose, Ole und Fette wie z. B. Sojaol, Sonnenblumenol, Erdnussol und Kokosfett, Fettsauren wie z. B. 
Palmitinsaure, Stearinsaure und Linolsaure, Alkohole wie z. B. Glycerin und Ethanol und organische Sauren wie z. B. 
Essigsaure verwendet werden. Diese Stoffe konnen einzeln oder als Mischung verwendet werden. Als Stickstoffquelle 
konnen organische Stickstoff haltige Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, Fleischextrakt, Malzextrakt, Maisquell- 
wasser, Sojabohnenmehl und Harnstoff oder anorganische Verbindungen wie Ammoniumsulfat, Ammoniumchlorid, 
Ammoniumphosphat, Ammoniumcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die Stickstoffquellen konnen ein- 
zeln oder als Mischung verwendet werden. Als Phosphorquelle konnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphosphat 
oder Dikaliumhydrogenphosphat oder die entsprechenden Natrium haltigen Salze verwendet werden. Das Kulturme- 
dium muft weiterhin Salze von Metallen enthalten wie z.B. Magnesiumsulfat oder Eisensulfat, die fur das Wachstum 
notwendig sind. Schlieftlich konnen essentielle Wuchsstoffe wie Aminosauren und Vitamine zusatzlich zu den oben 
genannten Stoffen eingesetzt werden. Dem Kulturmedium konnen uberdies Vorstufen der Pantothensaure wie 0-Alanin 
oder Ketopantoinsaure und deren Salze zugesetzt werden. Die genannten Einsatzstoffe konnen zur Kultur in Form 
eines einmaligen Ansatzes hinzugegeben oder in geeigneter Weise wahrend der Kultivierung zugefuttert werden. 
[0028] Zur pH - Kontrolle der Kultur werden basische Verbindungen wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammo- 
niak, oder saure Verbindungen wie Phosphorsaure oder Schwefelsaure in geeigneter Weise eingesetzt. Zur Kontrolle 
der Schaumentwicklung konnen Antischaummittel wie z.B. Fettsaurepolyglykolester oder Silikonole eingesetzt werden. 
Zur Aufrechterhaltung der Stabilitat von Plasmiden konnen dem Medium geeignete selektiv wirkende Stoffe z.B. An- 
tibiotika hinzugefugt werden. Um aerobe Bedingungen aufrechtzuerhalten werden Sauerstoff oder Sauerstoff haltige 
Gasmischungen wie z.B. Luft in die Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise bei 20°C bis 
50°C und vorzugsweise bei 25°C bis 45°C. Die Kultur wird solange fortgesetzt bis sich ein Maximum an Pantothensaure 
gebildet hat. Dieses Ziel wird normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden erreicht. 
[0029] Die Konzentration an gebildeter Pantothensaure kann mit bekannten Verfahren (Velisek; Chromatographic 
Science 60, 515-560 (1992)) bestimmt werden. 

[0030] Folgende Mikroorganismen wurden bei der Deutschen Sammlung fur Mikrorganismen und Zellkulturen 
(DSMZ, Braunschweig, Deutschland) gemafi Budapester Vertrag hinterlegt: 

Escherichia coli K12 Stamm FES als DSM12378 

• Escherichia coli K12 Stamm MG1655/pFE32 als DSM12413 

• Escherichia coli K12 Stamm MG1655/pFE65 als DSM12382 

• Escherichia coli K12 Stamm MG1655/pFE80 als DSM12414 

Escherichia coli K1 2 Stamm FE6 als DSM1 2379 

Escherichia coli K1 2 Stamm FE7 als DSM1 2380 

[0031] Mit dem erfindungsgemaften Verfahren wird dem Fachmann ein neues Werkzeug an die Hand gegeben, um 
die Pantothensaurebildung von Mikroorganismen gezielt zu verbessern. 

Beispiele 

[0032] Die vorliegende Erfindung wird im folgenden anhand von Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert. 
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Beispiel 1 

Herstellung einer ilvC::aacC1 panE::Tn5 Mutante von Escherichia coli K12 Stamm MG1655 

5 1. Herstellung der ilvC::aacC1 Mutante 

[0033] Ausgehend von der Nukleotidsequenz fur das ilvC-Gen in E. coli K12 MG1655, (EMBL-GenBank: Accession 
Nr. M87049) wurden PCR-Primer synthetisiert (MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)). Ein ca. 1500 bp groftes 
DNA-Fragment konnte mit diesen Primern unter der Standard-PCR-Methode von Innis et aL (PCR protocols. A guide 
10 to methods and applications, 1990, Academic Press) amplifiziert werden. Die fur die PCR eingesetzte chromosomale 
E. coli K12 MG1655 DNA wurde mittels des NucleoSpin C + T Kits (Macherey-Nagel (Duren, Deutschland), Produkt- 
beschreibung NucleoSpin C + T, Art. -Nr. 740952) isoliert. Die Grofte wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung 
(30 Minuten, 10V/cm) in einem 0,8 %igen Agarosegel bestimmt. 
[0034] PCR-Primer fur das ilvC-Gen aus E. coli: 

15 



ilvCl 5'- AG AAGC AC AAC AT C AC GAG G -3' 

20 

ilvC2 5'- CTCCAGGAGAAGGCTTGAGT -3' 

25 

[0035] Das PCR-Produkt des ilvC-Gens wurde in das Plasmid pCR®2.1 und in den E. coli Stamm TOP10F' trans- 
formiert (Invitrogen (Leek, Niederlande), Produktbeschreibung Original TA Cloning® Kit, Cat. no. KNM2030-01). 
[0036] Der Klonierungserfolg wurde durch Spaltung der DNA des Plasmids pCR®2.1ilvC mit den Restriktionsenzy- 
men Eagl (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung Eagl, Code no. 27-0885-01), EcoRI 
30 (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung EcoRI, Code no. 27-0884-03) und Kpnl (Pharmacia 
Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung Kpnl, Code no. 27-0908-01) nachgewiesen. Dazu wurde die 
Plasmid DNA mittels des QIAprep Spin Plasmid Kits (QIAGEN (Hilden, Deutschland), Cat. no. 27106) isoliert und nach 
Spaltung in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm). 

[0037] Zur Isolation des ilvC-Gens aus dem Plasmid pCR®2. 1 ilvC wurde die isolierte Plasmid DNA mit den Enzymen 
35 Hindlll (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung Hindlll, Code no. 27-0860-01) und Xbal 
(Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung Xbal, Code no. 27-0948-01) gespalten, der Spal- 
tungsansatz im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm) und das 1,5 kbp ilvC-Fragment mit Hilfe des 
GLASSMAX™ Kits isoliert (GIBCO BRL (Eggenstein, Deutschland), Produktbeschreibung GLASSMAX™ Spin Cart- 
ridges, Cat. no. 15590-052). Das isolierte ilvC-Fragment wurde mit dem ebenfalls Hindlll und Xbal gespaltenen Plasmid 
40 pMAK705 (Hamilton et aL, Journal of Bacteriology 1989, 171 : 4617-4622) mittels T4 DNA Ligase (Pharmacia Biotech 
(Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung T4 DNA Ligase, Code no. 27-0870-03) ligiert und der E. coli Stamm 
DH5amcr (Grant, Proceedings of the National Academy of Science 1990, 87: 4645-4649) mit dem Ligationsansatz 
elektroporiert (Tauch, FEMS Microbiology Letters 1994, 123: 343-347). Die Selektion auf Plasmid tragende Zellen 
erfolgte durch ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf LB Agar (Lennox, Virology' 1955, 1: 190), welcher mit 
45 25 ug/ml Chloramphenicol (Sigma (Deisenhofen, Deutschland) (Deisenhofen, Deutschland), Code no. C 0378) versetzt 
war und 24 Stunden Inkubation bei 30°C. Das gesuchte Plasmid konnte nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei 
anschliefiender Gelelektrophorese im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm), mit den Enzymen Hindlll, Xbal 
und Kpnl in einem Klon identifiziert werden und wurde mit pFE30 bezeichnet. 

[0038] Zur Isolation des ilvC-Gens aus dem Plasmid pFE30 wurde die isolierte Plasmid DNA mit dem Enzym BamHI 
50 (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung BamHI, Code no. 27-0868-03) gespalten, der Spal- 
tungsansatz im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm) und das 1,5 kbp ilvC-Fragment mit Hilfe des 
GLASSMAX™ Kits isoliert. Das isolierte ilvC-Fragment wurde mit dem ebenfalls BamHI gespaltenen Plasmid pBR322 
(Sutcliffe, COLD SPRING HARBOR SYMPOSIA ON QUANTITATIVE BIOLOGY 1979, 43: 77-90) mittels T4 DNA Li- 
gase ligiert und der E. coli Stamm DHSamcr mit dem Ligationsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid tragende 
55 Zellen erfolgte durch ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf LB Agar, welcher mit 1 00 \iglm\ Ampicillin (Sigma 
(Deisenhofen, Deutschland), Code no. A 9518) versetzt war und 24 Stunden Inkubation bei 37°C. Erhaltene Kolonien 
wurden parallel auf LB+Ampicillin-Agar und LB+(5ug/ml)Tetracyclin (Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Code no. 
T3383) angeimpft. DNA aus Tetracyclin sensitiven Kolonien wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoliert und der 
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Erfolg der Klonierung mittels einer BamHI- und Kpnl-Spaltung und anschlieftender Auftrennung im 0,8 %igen Agaro- 
segel (30 Minuten, 10V/cm) verifiziert. Das konstruierte Plasmid wurde pFE32 genannt. 

[0039] In die Kpnl-Schnittstelle des Plasmids pFE32 wurde ein aacC1-Gen kloniert und das erhaltene Plasmid mit 
pFE33 bezeichnet. Das aacC1-Gen wurde dazu aus einem Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm) isoliert, in welchen ein 

5 Kpnl-Restriktionsansatz des Plasmids pMS255 (Becker, Gene 1995, 162: 37-39) aufgetrennt wurde. Ligation erfolgte 
mit T4-DNA-Ligase. Nach Elektroporation des Ligationsansatzes in den Stamm DH5amcr wurden die Transformanten 
auf PA-Agar (Sambrook, Molecular cloning, 2 nd edn, Cold Spring Harbor, 1989), welcher mit 10 ug/ml Gentamycin 
(Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Code no. G3632) versetzt war, selektioniert. DNA aus Gentamycin resistenten 
Kolonien wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoliert und der Erfolg der Klonierung mittels einer BamHI- und 

10 Kpnl-Spaltung und anschliefiender Auftrennung im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm) verifiziert. 

[0040] Das ilvC::aacC1 -Fragment wurde aus dem Plasmid pFE33 mittels Sphl-(Pharmacia Biotech (Freiburg, 
Deutschland), Produktbeschreibung Sphl, Code no. 27-0951-01) Restriktion gespalten, im 0,8 %igen Agarosegel (30 
Minuten, 1 0V/cm) aufgetrennt und mit dem GLASSMAX™ Kit isoliert. Das Fragment wurde mit dem Sphl gespaltenem 
Plasmid pMAK705 mittels T4-DNA-Ligase ligiert, der Ligationsansatz in den Stamm DHSamcr elektroporiert und Trans- 

15 formanten durch Inkubation auf PA+Gentamycin-Agar fur 24 Stunden bei 30°C selektioniert. DNA aus Gentamycin 
resistenten Kolonien wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoliert und der Erfolg der Klonierung mittels einer Sphl- 
und EcoRI-Spaltung im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm) nachgewiesen. Das konstruierte Plasmid wurde 
mit pDB1 bezeichnet. 

[0041] Mit Hilfe des Plasmids pDB1 wurde in dem Stamm E. coli K12 MG1655 das chromosomale ilvC-Gen gegen 
20 dasunterbrochene ilvC::aacC1 -Fragment ausgetauscht. Fur den Genaustausch wurde einemodifizierte Methode nach 
Hamilton et al. verwendet. Das Plasmid pDB1 wurde in den E. coli K12 MG1655 Stamm elektroporiert, anschlieliend 
wurden die Transformanten zur Selektion auf Cointegrate auf LB-Chloramphenicol-Agar bei 42°C fur 24 Stunden in- 
kubiert. Die erhaltenen Kolonien wurden zur Vereinzelung wiederum auf dem gleichen Medium ausgestrichenund bei 
42°C fur 24 Stunden inkubiert. Zur Desintegration des Plasmids wurden Einzelkolonien in 5ml LB-Flussigmedium bei 
25 42°C fur 24 Stunden inkubiert, und anschliefiend eine Verdunnungsreihe des Flussigmediums auf LB-Chlorampheni- 
col-Agar ausplattiert. Diese Verdunnungsreihe wurde bei 30°C fur 24 Stunden inkubiert. Zur Kurierung vom Plasmid 
wurden aus der Verdunnungsreihe erhaltene Einzelkolonien in 3 aufeinanderfolgenden Einzelkolonieausstrichen auf 
LB-Agar bei 42°C fur jeweils 24 Stunden angezogen. Zur Kontrolle des Phanotyps wurden die erhaltenen Einzelkolo- 
nien parallel auf Agarplatten mit folgenden Medien angeimpft: Medium E (Vogel, Journal of Biological Chemistry 1956, 
30 218: 97-106) + Glucose (0,4%), MediumE + Glucose (0,4%) (Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Code no. G8270)+ 
50uxj/ml Isoleucin (Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Code no. 17268), MediumE + Glucose (0,4%) + 50pg Ketoi- 
sovalerat (ICN (Eschwege, Deutschland), Code no. 151395), MediumE + Glucose (0,4%) + 50ug/ml Isoleucin+SO^g 
Ketoisovalerat, PA-Medium + Gentamycin und LB-Medium + Chloramphenicol. Diese Medien wurden fur 48 Stunden 
bei 37°C inkubiert. Unter 150 getesteten Einzelkolonien befand sich eine deren Phanotyp den Austausch des enro- 
ls mosomalen ilvC-Gens durch das ilvC::aacC1 -Fragment anzeigte. Dieser Stamm wurde mit FE4 bezeichnet. 

2. Herstellung der ilvC::aacC1 panE::Tn5 Doppelmutante 

[0042] Der Stamm FE4 wurde in 5ml LB-Flussigmedium + 10mM MgS0 4 + 0,2% Maltose (Sigma (Deisenhofen, 

40 Deutschland), Code no. M5885) (LBMgMal) bei 37°C bis zu einer optischen Dichte von 0,5 angezogen. Die Messung 
der optischen Dichte efolgte mit einem Pharmacia (Freiburg, Deutschland) Novaspec II Photometer bei einer Wellen- 
lange von 660 nm. 2ml der Bakterienlosung wurden 5min bei 3000rpm abzentrifugiert (Beckmann Model J2-21 Cen- 
trifuge, Rotor JA-1 7). Nach Aufnahme des Pellets mit 0,5ml LBMgMal- Flussigmedium wurde die Suspension mit 30ul 
A::Tn5(Simon, Gene 1989, 80(1):161-169)-Lysat, ca. 10 8 Bakteriophagen, versetzt. Dieses Lysat wurde aus dem 

45 Stamm E. coli K12 C600 (Appleyard, Genetics 1954, 39:440-452) isoliert, nach der Methode von Hagemann (Gen- 
technologische.Arbeitsmethoden, Gustav Fischer Verlag,1990: 14-1 8). Die Suspension mit dem V.:Tn5-Lysat wurde 
fur 45 Minuten bei 30°C inkubiert. Nach Abzentrifugation bei 3000rpm fur 5 Minuten wurde das Pellet in 10ml PA + 
10mM Pyrophosphat aufgenommen und fur 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Bakterienlosung wurde als Verdun- 
nungsreihe auf Medium E-Agar + Glucose (0,4%) + 25ng/ml Kanamycin + 50^g/ml Isoleucin + 50ug/ml Ketoisovalerat 

50 + 50pg/ml Pantothenat ausplattiert und bei 37°C fur 48 Stunden inkubiert. Einzelkolonien wurden parallel auf Medi- 
umE-Agar + Glucose (0,4%) + 25ug/ml Kanamycin + SO^g/ml Isoleucin + 50ug/ml Ketoisovalerat + 50ug/ml Pantothe- 
nat und auf Medium E-Agar + Glucose (0,4%) + 25ug/ml Kanamycin + 50ug/ml Isoleucin + 50ug/ml Ketoisovalerat 
angeimpft und bei37°C fur 48 Stunden inkubiert. Unter 14000 angeimpften Einzelkolonien konnte eine, als FE5 be- 
zeichnete Kolonie, identifiziert werden welche auf Medium E-Agar + Glucose (0,4%) + 25jag/ml Kanamycin + 50ug/ml 

55 Isoleucin + 50ug/ml Ketoisovalerat + 50ug/ml Pantothenat wuchs, nicht aber auf Medium E-Agar + Glucose (0,4%) + 
25ug/ml Kanamycin + 50ug/ml Isoleucin + 50ug/ml Ketoisovalerat. 
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3. Charakterisierung der Stamme FE4 und FE5 



[0043] Zusammen mit den E. coli Stammen SJ2 (Jakowski, Genetic Stock Center, Yale University), der eine Mutation 
im panB-Gen tragt, MW6 (Williams, Genetic Stock Center, Yale University), der eine Mutation im panC-Gen tragt, und 

5 DV9 (Vallari, Journal of Bacteriology 1985, 164:136-142), der eine Mutation im panD-Gen tragt, sowie einem Wildtyp 
wurden die Stamme FE4 und FE5 auf unterschiedlich supplementierten Grundmedien (Medien E-Agar + Glucose 
(0,4%) + 50ug/ml Isoleucin + 50ug/ml Ketoisovalerat; bei SJ2, DV9 und MW6 zusatzlich 50 ug/ml Thiamin) ausgestri- 
chen und bei 37°C fur 48 Stunden inkubiert. Als zusatzliche Supplemente wurden Pantothenat (Calcium-Salz), Keto- 
pantoat (Natrium- Salz), p-Alanin (Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Code no. A7752) und Pantoat (Kalium-Salz) 

10 verwendet. Ketopantoat wurde aus Ketopantolacton durch Behandlung mit aquimolaren Mengen an NaOH bei 60°C 
und anschlieftendem Eindampfen hergestellt. Ketopantolacton wurde nach Ojima et al. (Organic Synthesis 63, 18 
(1985)) synthetisiert. Pantoat wurde aus Pantoyllacton (Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Code no. P2625) nach 
der Methode von Primerano und Burns (Journal of Bacteriology 1983, 153: 259-269) hergestellt. Das Ergebnis des 
Wachstumstests (Tabelle 1) zeigte, daft der Stamm FE4 auf alien unterschiedlich supplementierten Grundmedien 

15 wuchs. Der Stamm FE5 wuchs nur auf Medien, die entweder mit Pantothenat oder Pantoat supplementiert waren, 
nicht aber auf Grundmedien die mit Ketopantoat versetzt waren. 



Tabelle 1 



Stamm 


Supplemente des Grundmediums 


keine 


p-Alanin 
[50u.g/ml] 


Ketopantoat 
[50ug/ml] 


Pantoat 
[50ug/ml] 


Pantothenat 
[50u.g/ml] 














MG1655 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 














SJ2 






+ 


+ 


+ 














MW6 










+ 














DV9 




+ 






+ 














FE4 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 














FE5 








+ 


+ 



+ = Wachstum 
- = kein Wachstum 



Beispiel 2 



Isolierung des panE-Gens von Escherichia coli K1 2 Stamm W1485 



[0044] In den Stamm FE5 wurde die E. coli K12 W1485 MATCHMAKER Genomic Library (CLONTECH (Heidelberg, 
Deutschland), Cat. no. XL4001AB) elektroporiert. Die E. coli K12 MATCHMAKER Genomic Library enthalt die chro- 
mosomale DNA von E. coli K12 W1485 als durchschnittlich 1 ,0 kbp grofte Inserts in dem Plasmid pGAD10, die Grofte 
der einzelnen Inserts variiert dabei von 0,5 - 3,0 kbp (CLONTECH (Heidelberg, Deutschland)). Die Selektion der Trans- 
formanten erfolgte durch Ausplattieren auf Medium E-Agar + Glucose (0,4%) + 1 00 ug/ml Ampicillin + 50ug/ml Isoleucin 
+ 50ug/ml Ketoisovalerat. Aus 20 erhaltenen Kolonien wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Plasmid Kits die Plasmid DNA 
isoliert. Durch eine EcoRI-Spaltung der Plasmid DNA und anschlieftender Auftrennung im 0,8 %igen Agarosegel (30 
Minuten, 10V/cm) wurde gezeigt, daft es sich bei den Plasmiden urn 20 pGAD10 Vektoren mit unterschiedlich groften 
Inserts handelte. Die Sequenzierung (NT Biotech (Bielefeld, Deutschland)) der Inserts ergab, durch Homologieverglei- 
che mit dem BLAST-Programm (Altschul, Journal of Molecular Biology 1990, 215: 403-410), daft die Inserts in 7 Falle 
ein vollstandiges ilvC-Gen und in 13 Fallen ein offenes Leseraster enthielten, der mit "ahnlich zu Salmonella typhimu- 
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rium apbA" bezeichnet wurde (EMBL-GenBank: Accession Nr. U82664). Dieser offenes Leseraster wurde mit panE 
bezeichnet. 

Beispiel 3 

5 

Uberexpression des ilvC-Gens von E. coli in E. coli K12 Stamm MG1655 

[0045] Zur Uberexpression des ilvC Gens wurde das Plasmid pFE32 (siehe Beispiel 1 )verwendet. Die Kodierregion 
des ilvC-Gens steht im Plasmid pFE32 unter der Kontrolle des vom Plasmid pBR322 kodierten tet-Promotors. Das 
10 Plasmid pFE32 wurde in den Stamm E. coli K12 MG1655 elektroporiert und Transformanten auf LB Agar, welcher mit 
100ug/ml Ampicillin versetzt war, nach anschlieflender Inkubation fur 24 Stunden bei 37°C selektioniert. Der erhaltene 
Stamm wurde als MG1655/pFE32 bezeichnet. 

Beispiel 4 

15 

Uberexpression des panE-Gens von E. coli in E. coli K12 Stamm MG1655 

[0046] Ausgehend von der Nukleotidsequenz fur das panE-Gen in E. coli K12 MG1 655 wurden PCR-Primer synthe- 
tisiert (MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)). Ein ca. 1000 bp grofies DNA-Fragment konnte mit diesen Primern 
20 unter der Standard-PCR-Methode aus chromosomaler E. coli K12 MG1655 DNA amplifiziert werden. Die fur die PCR 
eingesetzte chromosomale E. coli K12 MG1655 DNA wurde mittels des NucleoSpin C + T Kits isoliert Die GrofJe wurde 
durch gelelektrophoretische Auftrennung (30 Minuten, 10V/cm) in einem 0,8 %igen Agarosegel bestimmt. 
[0047] PCR-Primer fur das panE-Gen aus E. coli: 

25 

panEl 5'- AGGAGGACAATGAAAATTAC -3' 



30 

panE2 5'- TCAGTCTCTTCACTACCAGG -3' 



35 

[0048] Das PCR-Produkt des panE-Gens wurde in das Plasmid pCR®2.1 und in den E. coli Stamm TOP10F' trans- 
formiert (Invitrogen (Leek, Niederlande), Produktbeschreibung Original TA Cloning® Kit, Cat. no. KNM2030-01). Der 
Klonierungserfolg wurde durch Spaltung der DNA des Plasmids pCR®2.1panE mit den Restriktionsenzymen EcoRI 
und Hindi (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung Hindi, Code no. 27-0858-01) nachge- 
40 wiesen. Dazu wurde die Plasmid DNA mittels des QIAprep Spin Plasmid Kits isoliert und nach Spaltung in einem 0,8 
%igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm). 

[0049] Zur Isolation des panE-Gens aus dem Plasmid pCR®2.1panE wurde die isolierte Plasmid DNA mit dem En- 
zym EcoRI gespalten, der Spaltungsansatz im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm) und das 1,0 
kbp panE-Fragment mit Hilfe des GLASSMAX™ Kits isoliert. Das isolierte panE-Fragment wurde mit dem ebenfalls 

45 EcoRI gespaltenen Plasmid pKK223-3 mittels T4 DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm DH5amcr mit dem Ligati- 
onsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporations- 
ansatzes auf LB Agar, welcher mit 1 OOjig/ml Ampicillin versetzt war und anschlieftender Inkubation fur 24 Stunden bei 
37°C. Das gesuchte Plasmid konnte nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei anschlieftender Gelelektrophorese 
im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm), mit den Enzymen EcoRI und Hindi in einem Klon identifiziert werden 

50 und wurde mit pFE65 bezeichnet. 

[0050] Die Kodierregion des panE-Gens steht im Plasmid pFE65 unter der Kontrolle des vom Plasmid pKK223-3 
kodierten tac-Promotors. Das Plasmid pFE65 wurde in den Stamm E. coli K12 MG1655 elektroporiert und Transfor- 
manten auf LB Agar, welcher mit 100ug/ml Ampicillin versetzt war, und anschliefiender Inkubation fur 24 Stunden bei 
37°C selektioniert. Der erhaltene Stamm wurde als E. coli K12 MG1655/pFE65 bezeichnet. 

55 
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Beispiel 5 

Uberexpression des panE-Gens von E. coli zusammen mit panB, panC und panD von E. coli in E. coli K12 Stamm 
MG1655 

5 

[0051] Ausgehend von der Nukleotidsequenz fur das panB-Gen, panC-Gen und panD-Gen in E. coli K12 MG1655 
(EMBL-GenBank: Accession Nr. L1 7086) wurden PCR-Primer synthetisiert (MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)). 
Mit den panB Primern konnte ein ca. 800 bp groftes DNA-Fragment, mit den panD Primern ein ca. 400 bp grofies 
DNA-Fragment unter der Standard-PCR-Methode aus chromosomaler E. coli K12 MG1655 DNA amplifiziert werden. 

10 Mit den panC Primern konnte ein ca. 850 bp grofies DNA-Fragment mittels einer modifizierten Standard-PCR-Methode 
aus chromosomaler E. coli K12 MG1655 DNA amplifiziert werden. Die Taq-Polymerase wurde durch die Pfu-Polyme- 
rase ersetzt und die Pufferbedingungen im PCR-Ansatz entsprechend modifiziert (STRATAGENE (Heidelberg, 
Deutschland), Produktbeschreibung Pfu-Polymerase, Code no. 600135). Die fur die PCR eingesetzte chromosomale 
E. coli K12 MG1655 DNA wurde mittels des NucleoSpin C + T Kits isoliert Die Grofce aller Amplifikate wurde durch 

15 gelelektrophoretische Auftrennung (30 Minuten, 10V/cm) in einem 0,8 %igen Agarosegel bestimmt. 
[0052] PCR-Primer fur das panB-Gen aus E. coli: 



20 panBl 5'- AGGATACGTTATGAAACCGA -3 



panB2 5'- ACAACGTGACTCCTTAATGG -3' 



[0053] PCR-Primer fur das panC-Gen aus E. coli: 

30 



panCl 5'- AGGAGTCACGTTGTGTTAAT -3' 

35 

panC2 5'- AAGTATTACGCCAGCTCGAC -3' 

40 [0054] PCR-Primer fur das panD-Gen aus E. coli: 



panDl 5'- AGGTAGAAGTTATGATTCGC -3' 

45 

panD2 5'- TAACAATCAAGCAACCTGTA -3' 

50 

[0055] Das PCR-Produkt des panB-Gens wurde in das Plasmid pCR®2.1 und in den E. coli Stamm TOPiOF' trans- 
formiert (Invitrogen (Leek, Niederlande)). Der Klonierungserfolg des panB-PCR-Produktes wurde durch Spaltung der 
DNA des Plasmids PCR®2.1panB mit den Restriktionsenzymen EcoRI, EcoRV (Pharmacia Biotech (Freiburg, 
Deutschland), Produktbeschreibung EcoRV, Code no. 27-0934-01 ) und Pvull (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutsch- 
55 land), Produktbeschreibung Pvull, Code no. 27-0960-01) nachgewiesen. Dazu wurde die Plasmid DNA mittels des 
QIAprep Spin Plasmid Kits isoliert und nach Spaltung in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/ 
cm). Das PCR-Produkt des panD-Gens wurde in das Plasmid pCR®2. 1 und in den E. coli Stamm TOP1 OF' transformiert 
(Invitrogen (Leek, Niederlande)). Der Klonierungserfolg des panD-PCR-Produktes wurde durch Spaltung der DNA des 
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Plasmids pCR®2.1panD mit den Restriktionsenzymen EcoRI, EcoRV und Hindi nachgewiesen. Dazu wurde die Plas- 
mid DNA mittels des QIAprep Spin Plasmid Kits isoliert und nach Spaltung in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt 
(30 Minuten, 10V/cm). Das PCR-Produkt des panC-Gens wurde in das Plasmid pUC19 (Viera, Gene 1982 19:259-268) 
und in den E. coli Stamm DH5amcr elektroporiert. Der Klonierungserfolg des panC-PCR-Produktes wurde durch Spal- 
5 tung der DNA des Plasmids pUC19panC mit den Restriktionsenzymen EcoRI, Hindlll und Sail (Pharmacia Biotech 
(Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung Sail, Code no. 27-0882-01) nachgewiesen. Dazu wurde die Plasmid 
DNA mittels des QIAprep Spin Plasmid Kits isoliert und nach Spaltung in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 
Minuten, 10V/cm). Das konstruierte Plasmid wurde pFE60 genannt. 

[0056] Zur Isolation des panB-Gens aus dem Plasmid pCR®2.1panB wurde die isolierte Plasmid DNA mit dem En- 
10 zym EcoRI gespalten, der Spaltungsansatz im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm) und das 800 
bp panB-Fragment mit Hilfe des GLASSMAX™ Kits isoliert. Das isolierte panB-Fragment wurde mit dem ebenfalls 
EcoRI gespaltenen Plasmid pKK223-3 mittels T4 DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm DHSamcr mit dem Ligati- 
onsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporations- 
ansatzes auf LB Agar, welcher mit 100ug/ml Ampicillin versetzt war und anschliefiender Inkubation fur 24 Stunden bei 
15 37°C. Das gesuchte Plasmid konnte nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei anschliefiender Gelelektrophorese 
im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm), mit den Restriktionsenzymen EcoRI, EcoRV und Pvull in einem Klon 
identifiziert werden und wurde mit pFE40 bezeichnet. Die Kodierregion des panB-Gens steht im Plasmid pFE40 unter 
der Kontrolle des vom Plasmid pKK223-3 kodierten tac-Pro motors. 

[0057] Zur Isolation des panD-Gens aus dem Plasmid pCR®2.1panD wurde die isolierte Plasmid DNA mit dem 
20 Enzym EcoRI gespalten, der Spaltungsansatz im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm) und das 
400 bp panD-Fragment mit Hilfe des GLASSMAX™ Kits isoliert. Das isolierte panD-Fragment wurde mit dem ebenfalls 
EcoRI gespaltenen Plasmid pKK223-3 mittels T4 DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm DHSotmcr mit dem Ligati- 
onsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporations- 
ansatzes auf LB Agar, welcher mit 1 0Oug/ml Ampicillin versetzt war und anschliefiender Inkubation fur 24 Stunden bei 
25 37°C. Das gesuchte Plasmid konnte nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei anschliefiender Gelelektrophorese 
im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm), mit den Enzymen EcoRI, EcoRV und Hindi in einem Klon identifiziert 
werden und wurde mit pFE50 bezeichnet. Die Kodierregion des panD-Gens steht im Plasmid pFE50 unter der Kontrolle 
des vom Plasmid pKK223-3 kodierten tac-Promotors. 

[0058] Das panC-Gen wurde mittels einer Hindlll-Smal (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbe- 

30 schreibung Smal, Code no. 27-0942-01 ) -Spaltung aus dem Plasmid pFE60 isoliert, dazu wurde der Spaltungsansatz 
im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm) und das 850 bp panC-Fragment mit Hilfe des GLASS- 
MAX™ Kits isoliert. Das isolierte panC-Fragment wurde mit dem ebenfalls Hindlll und Smal gespaltenen Plasmid 
pFE50 mittels T4 DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm DH5amcr mit dem Ligationsansatz elektroporiert. Die 
Selektion auf Plasmid tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf LB Agar, welcher 

35 mit 100ug/ml Ampicillin versetzt war und anschliefiender Inkubation fur 24 Stunden bei 37°C. Das gesuchte Plasmid 
konnte nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei anschliefiender Gelelektrophorese im 0,8 %igen Agarosegel (30 
Minuten, 10V/cm), mit den Enzymen EcoRI, EcoRV, Smal, Hindlll und Hindi in einem Klon identifiziert werden und 
wurde mit pFE52 bezeichnet. Die Kodierregion des panD-Gens und des panC-Gens stehen im Plasmid pFE52 unter 
der Kontrolle des vom Plasmid pKK223-3 kodierten tac-Promotors und bilden ein Operon. 

40 [0059] In die auf den tac-Promotor folgende EcoRI-Schnittstelle des Plasmids pFE52 wurde das panB-Gen kloniert 
und das erhaltene Plasmid mit pFE70 bezeichnet. Das panB-Gen wurde dazu aus einem Agarosegel (30 Minuten, 
10V/cm) isoliert, in welchen ein EcoRI-Restriktionsansatz des Plasmids pFE40 aufgetrennt wurde. Ligation erfolgte 
mit T4-DNA-Ligase. Nach Elektroporation des Ligationsansatzes in den Stamm SJ2 wurden die Transformanten auf 
MediumE-Agar, welcher mit 0,4% Glucose, 1 OOug/ml Thiamin und 1 0O^g/ml Ampicillin versetzt war, selektioniert. DNA 

45 aus Ampicillin resistenten Kolonien wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoliert und der Erfolg der Klonierung 
mittels einer EcoRI-, EcoRV-, Smal-, Hindlll- und Hincll-Spaltung und anschliefiender Auftrennung im 0,8 %igen Aga- 
rosegel (30 Minuten, 10V/cm) verifiziert. Die Kodierregion des panB-Gens, panD-Gens und des panC-Gens stehen 
im Plasmid pFE70 unter der Kontrolle des vom Plasmid pKK223-3 kodierten tac-Promotors und bilden ein Operon. 
[0060] Das panE-Gen wurde mittels einer Hindlll-Sphl (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbe- 

50 schreibung Sphl, Code no. 27-0951-01 ) -Spaltung aus dem Plasmid pFE65 isoliert, dazu wurde der Spaltungsansatz 
im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm) und das panE-Fragment mit Hilfe des GLASSMAX™ Kits 
isoliert. Das isolierte panE-Fragment wurde mit dem ebenfalls Hindlll und partiell Sphl gespaltenen Plasmid pFE70 
mittels T4 DNA Ligase ligiert und der Stamm FE5 mit dem Ligationsansatz elektroporiert. Die Selektion auf Plasmid 
tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf MedienE-Agar + Glucose (0,4%) + 

55 50ug/ml Isoleucin + 50^g/ml Ketoisovalerat, welcher mit 1 OOug/ml Ampicillin versetzt war und anschliefiender Inku- 
bation fur 48 Stunden bei 37°C. Das gesuchte Plasmid konnte nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei anschlie- 
fiender Gelelektrophorese im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm), mit den Enzymen EcoRI, EcoRV, Sphl, 
Hindlll und Hindi in einem Klon identifiziert werden und wurde mit pFE80 bezeichnet. Die Kodierregion des panB-Gens, 
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panD-Gens, panC-Gens und des panE-Gehs stehen im Plasmid pFE80 unter der Kontrolle des vom Plasmid pKK223-3 
kodierten tac-Promotors und bilden ein Operon. 

[0061] Das Plasmid pFE80 wurde in den Stamm E. coli K12 MG1655 elektroporiert und Transformanten auf LB Agar, 
welcher mit 100ug/ml Ampicillin versetzt war, und anschlieflender Inkubation fur 24 Stunden bei 37°C selektioniert. 
5 Der erhaltene Stamm wurde als MG1655/pFE80 bezeichnet. 

Beispiel 6 

Uberexpression des panE-Gens von E. coli zusammen mit panB, panC und panD von E. coli in einer Valin-resistenten 
10 Mutante von E. coli K12 MG1655 

[0062] Der E. coli K12 Stamm MG1655 wurde auf MediumE-Agar, welcher mit 0,4% Glucose und 100 ug/ml Valin 
(Sigma (Deisenhofen, Deutschland),V0258) versetzt war, ausgestrichen. Nach 48 Stunden Inkubation bei 37°C konnte 
eine Kolonie isoliert werden. Dieser Stamm wurde mit FE6 bezeichnet. Das Plasmid pFE80 wurde in den Stamm FE6 
15 elektroporiert und Transformanten auf LB Agar, welcher mit 100ug,/ml Ampicillin versetzt war, und anschliefiender 
Inkubation fur 24 Stunden bei 37°C selektioniert. Der erhaltene Stamm wurde als FE6/pFE80 bezeichnet. 

Beispiel 7 

20 Uberexpression des panE-Gens von E. coli zusammen mit panB, panC und panD von E. coli in einer avtA::aadB-Mu- 
tante von E. coli K12 MG1655 

[0063] Ausgehend von der Nukleotidsequenz fur das avtA-Gen (EMBL-GenBank: Accession Nr. Y00490) in E. coli 
K12 MG1655 wurden PCR-Primer synthetisiert (MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)). Ein ca. 1,6 kbp groGes 
25 DNA-Fragment konnte mitdiesen Primern unter der Standard-PCR-Methode aus chromosomaler E. coli K12 MG1655 
DNA amplifiziert werden. Die Grofie wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung (30 Minuten, 10V/cm) in einem 
0,8 %igen Agarosegel bestimmt. 
[0064] PCR-Primer fur das avtA-Gen aus E. coli: 

30 

avtAl 5'- TGCTCTCTCTCAACGCCGAA -3' 



35 

avtA2 5'- GAAGCCGCCAACCAGGATAA -3' 



[0065] Das PCR-Produkt des avtA-Gens wurde in das Plasmid pCR®2.1 und in den E. coli Stamm TOPIOF'trans- 

40 formiert (Invitrogen (Leek, Niederlande)). Der Klonierungserfolg wurde durch Spaltung der DNA des Plasmids 
pCR®2.1avtA mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Smal nachgewiesen. Dazu wurde die Plasmid DNA mittels des 
QIAprep Spin Plasmid Kits isoliert und nach Spaltung in einem 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/ 
cm). In die Smal-Schnittstelle des Plasmids pCR®2.1avtA wurde ein aadB-Gen ktoniert und das erhaltene Plasmid 
mit pFE23 bezeichnet. Das aadB-Gen wurde dazu aus einem Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm) isoliert, in welchen 

45 ein Smal-Restriktionsansatz des Plasmids pHP45H (EMBL-GenBank: Accession Nr. K02163) aufgetrennt wurde. Li- 
gation erfolgte mit T4-DNA-Ligase. Nach Elektroporation des Ligationsansatzes in den Stamm DH5amcr wurden die 
Transformanten auf PA-Agar, welcher mit 20 ug/ml Streptomycin (Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Code no. S6501 ) 
versetzt war, selektioniert. DNA aus Streptomycin resistenten Kolonien wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoliert 
und der Erfolg der Klonierung mittels einer EcoRI- und Sphl-Spaltung und anschlieftender Auftrennung im 0,8 %igen 

50 Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm) verifiziert. 

[0066] Das avtA::aadB-Fragment wurde aus dem Plasmid pFE23 mittels EcoRI-Restriktion gespalten, im 0,8 %igen 
Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm) aufgetrennt und mit dem GLASSMAX™ Kit isoliert. Das Fragment wurde mit dem 
partiell EcoRI gespaltenem Plasmid pMAK705 mittels T4-DNA-Ligase ligiert, der Ligationsansatz in den Stamm 
DHSamcr elektroporiert und Transformanten durch Inkubation auf LB-Agar + 20ug/ml Streptomycin + 25ug/ml Chl- 

55 oramphenicol fur 24 Stunden bei 30°C selektioniert. DNA aus Streptomycin und Chloramphenicol resistenten Kolonien 
wurde mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit isoliert und der Erfolg der Klonierung mittels einer Sphl- und EcoRI-Spaltung 
im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 10V/cm) nachgewiesen. Das konstruierte Plasmid wurde mit pFE24 bezeichnet. 
[0067] Mit Hilfe des Plasmids pFE24 wurde in dem Stamm E. coli K12 MG1655 das chromosomale avtA-Gen gegen 
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das avtA::aadB-Allel ausgetauscht. Fur den Genaustausch wurde eine modifizierte Methode nach Hamilton et al. ver- 
wendet. Das Plasmid pFE24 wurde in den E. coli K12 MG1655 Stamm elektroporiert, anschlieftend wurden die Trans- 
formanten zur Selektion auf Cointegrate auf LB-Chloramphenicol-Agar bei 42°C fur 24 Stunden inkubiert. Die erhal- 
tenen Kolonien wurden zur Vereinzelung wiederum auf dem gleichen Medium ausgestrichenund bei 42°C fur 24 Stun- 

5 den inkubiert. Zur Desintegration des Plasmids wurden Einzelkolonien in 5ml LB-Flussigmedium bei 42°C fur 24 Stun- 
den inkubiert, und anschlieftend eine Verdunnungsreihe des Flussigmediums auf LB-Chloramphenicol-Agar ausplat- 
tiert. Diese Verdunnungsreihe wurde bei 30°C fur 24 Stunden inkubiert. Zur Kurierung vom Plasmid wurden aus der 
Verdunnungsreihe erhaltene Einzelkolonien in 3 aufeinanderfolgenden Einzelkolonieausstrichen auf LB-Agar bei 42°C 
fur jeweils 24 Stunden angezogen. 

to Zur Kontrolle des Phanotyps wurden die erhaltenen Einzelkolonien parallel auf Agarplatten mit LB- Medium + 20^ig/ 
ml Streptomycin und LB-Medium + 25ng/ml Chloramphenicol angeimpft. Diese Medien wurden fur 48 Stunden bei 
37°C inkubiert. Unter 250 getesteten Einzelkolonien befand sich eine deren Phanotyp den Austausch des chromoso- 
malen avtA-Gens durch das avtA::aadB-Fragment anzeigte. Dieser Stamm wurde mit FE7 bezeichnet. 
[0068] Das Plasmid pFE80 wurde in den Stamm FE7 elektroporiert und Transformanten auf LB Agar, welcher mit 

15 1 00ug/ml Ampicillin versetzt war, und anschliefiender Inkubation fur 24 Stunden bei 37°C selektioniert. Der erhaltene 
Stamm wurde als FE7/pFE80 bezeichnet. 

Beispiel 8 

20 Bestimmung der Ketopantoatreduktase-Aktivitat in verschiedenen Stammen von Escherichia coli K12 

[0069] Die spezifische Ketopantoatreduktase Aktivitat wurde nach der bei Shimizu et al. (Journal of Biological Che- 
mistry 263: 12077-12084 (1988)) beschriebenen Methode bestimmt. Hierzu wurden, mittels eines Hybaid RiboLyser 
(Heidelberg, Deutschland) und des RiboLyser Kit Blue, Zellextrakte der einzelnen Stamme gewonnen. Die Ketopan- 
25 toatreduktase Aktivitat der Extrakte wurde anhand des NADPH Verbrauchs bei Zugabe von Ketopantoat bestimmt. 
Fur den Stamm E. coli K12 MG1655 wurde eine spezifische Ketopantoatreduktase Aktivitat von 6,5 mU/mg, fur den 
Stamm E. coli K12 MG1655/pFE65 eine von 22,0 mU/mg bestimmt. Im Falle von Stamm FE5 war keine Aktivitat 
messbar. 

30 Beispiel 9 

Bildung von Pantothenat durch verschiedene Stamme von Escherichia coli K12 

[0070] Die Bildung von Pantothenat durch die Stamme MG1 655, MG 1 655/pFE32, MG1 655/pFE65, MG1 655/pFE80, 
35 FE6/pFE80 und FE7/pFE80 wurde in batch - Kultur gepruft. Als Kulturmedium wurde das von Vogel (Journal of Biolo- 
gical Chemistry 1956, 218: 97-106) beschriebene MediumE mit Glucose (0,4%) als Kohlenstoffquelle verwendet. Die 
Zusammensetzung des verwendeten Mediums ist in Tabelle 2 dargestellt. 



Tabelle 2 



40 



Verbindung 


Konzentration 


MnS0 4 *7H 2 0 


0,2 g/l 


Zitronensaure-Monohydrat 


2,0 g/l 


K 2 HP0 4 


10,0 g/l 


NaNH 4 HP0 4 *H 2 0 


3,5 g/l 



[0071] 250 ml Erlenmeyerkolben wurden mit 25 ml des angegebenen Nahrmediums befullt und der Ansatz beimpft. 
Nach einer Bebrutungszeit von 48 Stunden bei 37°C wurden die optische Dichte und die Pantothenat-Konzentration 
50 bestimmt. Fur die Bestimmung der Zelldichte wurde die optischen Dichte mit einem Novaspec tl Photometer-Photo- 
meter der Firma Pharmacia (Freiburg, Deutschland)bei einer Meftwellenlange von 580 nm eingesetzt. Der Pantothenat- 
Gehalt wurde im steril filtriertem Kulturiiberstand bestimmt. Die Pantothenatbestimmung (als Calciumsalz) erfolgte mit 
Hilfe des Stammes Lactobacillus plantarum ATCC® 8014 nach Angaben des Handbuchs "DIFCO MANUAL" der Firma 
DIFCO (Michigan, USA;, 10 th Edition, 1100-1102 (1984)). Das Ergebnis ist in Tabelle 3 zusammengefasst. 

55 
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Tabelle 3 



Stamm 


Konzentration 
[ug/ml] 


Zelldichte 
[oD 580 ] 


Produktivitat 
[|ig/ml/oD 580 ] 


MG1655 


0,51 


2,8 


0,18 


MG1655/pFE32 


1,7 


2,8 


0,60 


MG1655/pFE65 


4,6 


2,9 


1,6 


M61655/pFE80 


14,0 


2,9 


4,8 


FE6/pFE80 


35,7 


3,2 


11,2 


FE7/pFE80 


41,7 


3,0 


13,9 



Beispiel 10 

Bildung von Pantothenat durch verschiedene Stamme von Escherichia coli K12 in Gegenwart von Ketopantoat 

[0072] Die Bildung von Pantothenat durch die Stamme MG1655, MG1 655/pFE32, MG1 655/pFE65 bei zugesetztem 
Ketopantoat wurde in batch - Kultur gepruft. Hierzu wurde das in Beispiel 8 beschriebene Medium mit 50 ug/ml Keto- 
pantoat supplementiert Die ubrigen Versuchsbedingungen sind wie in Beispiel 8 angegeben. Das Ergebnis ist in Ta- 
belle 4 zusammengefasst. 



Tabelle 4 



Stamm 


Konzentration 
[ug/ml] 


Zelldichte 
[oD 580 ] 


Produktivitat 
[ug/ml/oD 580 ] 


MG1655 


6,2 


2,9 


2,1 


MG1655/pFE32 


9,0 


2,9 


3,1 


MG1655/pFE65 


12,6 


2,9 


4,3 



Beispiel 11 

35 Isolierung des ilvC-Gens von Corynebacterium glutamicum ATCC13032 

[0073] Chromosomale DNA aus C. glutamicum ATCC 1 3032 wurde wie bei Tauch et al. (Plasmid, 33:1 68-1 79, 1 995) 
beschrieben, isoliert und mit der Restriktionsenzym Sau3A (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbe- 
schreibung Sau3A, Code no. 27-0913-02) partiell gespalten. DNA-Fragmente in einem GroUenbereich von 7-9 kb 

40 wurden mit Hilfe des "Nucleotrap Extraction Kit for Nucleic Acids" (Macherey und Nagel, Duren, Deutschland; Cat. No. 
740584) isoliert und in die dephosphorylierte BamHI-Schnittstelle des Vektors pUC19 (Viera et al., 1982, Gene, 19: 
259-268; MBI Fermentas, Litauen) ligiert. Die Ligation wurde wie von Sambrook et al. (1989, Molecular Cloning: A 
laboratory Manual, Cold Spring Harbor) beschrieben durchgefiihrt, wobei das DNA-Gemisch mit T4-Ligase (Pharmacia 
Biotech, Freiburg, Deutschland) uber Nacht inkubiert wurde. Dieses Ligationsgemisch wurde anschlieftend in den E. 

45 coli Stamm DHSaMCR (Grant, 1990, Proceedings of the National Academy of Sciences U.S.A., 87:4645-4649) elek- 
troporiert (Tauch, 1994, FEMS Microbiological Letters, 123:343-348) und auf LB-Agar (Lennox, 1955, Virology, 1:190) 
+ 100 mg/ml Ampicillin ausplattiert. Nach Inkubation fur 24 h bei 37°C konnte die C. glutamicum Genbank durch Re- 
isolierung der Plasmid-DNA nach der "Alkalischen-Lyse-Methode" von Birnboim und Doly (1997, Nucleic Acids Rese- 
arch, 7: 1513-1523) aus den Transformanden gewonnen werden. Mit dieser Genbank wurden kompetente Zellen des 

so E. coli Stamms FE5, welcher Mutationen im panE und ilvC Gen tragt, elektroporiert. Der Elektroporationsansatz wurde 
im Anschluli an die Regenerationsphase (Tauch et.al., 1994, FEMS Microbiological Letters, 1 23:343-347) zweimal mit 
Medium E (Vogel and Bonner, 1956, Journal of Biolgical Chemistry, 218:97-106) gewaschen. Die Selektion der Trans- 
formanten erfolgte durch Ausplattieren auf Medium E-Agar + Glucose (0,4%) + 1 00 ug/ml Ampicillin + 50ug/ml Isoleucin 
+ 50ug/ml Ketoisovalerat. Aus 4 erhaltenen Kolonien wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Plasmid Kits die Plasmid DNA 

55 isoliert. Durch eine Xbal-Spaltung der Plasmid DNA und anschlieftender Auftrennung im 0,8 %igen Agarosegel (30 
Minuten, 10V/cm) wurde gezeigt, dafi es sich bei den Plasmiden urn pUC19 Vektoren mit ca. 6,5 kbp grofien Inserts 
handelte. Die Sequenzierung der Inserts mit anschliefienden Homologievergleichen mit Hilfe des BLAST-Programms 
(Altschul, Journal of Molecular Biology 1990, 215: 403-410) ergab, daft die Inserts in alien Fallen ein vollstandiges 
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ilvC-Gen aus C. glutamicum enthielten (EMBL-GenBank: Accession Nr. L09232). Eines dieser Plasmide wurde mit 
pFE90 bezeichnet. 

Beispiel 12 

5 

Expression des ilvC-Gens von Corynebacterium glutamicum ATCC1 3032 in Corynebacterium glutamicum ATCC1 3032 

[0074] Zur Expression des ilvC-Gens aus C. glutamicum in C. glutamicum ATCC13032, wurde das Plasmid pECm3 
verwendet. Das Plasmid pECm3 ist ein Derivat des Plasmids pECm2 (Tauch, 1994, FEMS Microbiological Letters, 
10 123:343-348), dessen Kanamycin-Resistenzgen durch eine Bglll- (Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Pro- 
duktbeschreibung Bglll, Code no. 27-0946-02)und BamHI-Restriktion mit anschlieftender Religation entfernt wurde. 
Die Plasmide pECm2 sowie pECm3 sind in der Lage, sowohl in E. coli als auch in C. glutamicum zu replizieren. Zur 
Isolation des ilvC-Gens aus dem Plasmid pFE90 (Beispiel 11) wurde die isolierte Plasmid DNA mit dem Enzym Xbal 
(Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland), Produktbeschreibung Xbal, Code no. 27-0948-01 )gespalten, der Spal- 
ls tungsansatz im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt (30 Minuten, 10V/cm) und das 6,5 kbp ilvC-Fragment mit Hilfe des 
GLASSMAX™ Kits isoliert. Das isolierte ilvC-Fragment wurde mit dem ebenfalls Xbal gespaltenen Plasmid pECm3 
mittels T4 DNA Ligase ligiert und der E. coli Stamm FE5 mit dem Ligationsansatz elektroporiert. Die Selektion auf 
Plasmid tragende Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf LB Agar, welcher mit 50ug/ml 
Chloramphenicol versetzt war und anschliefiender Inkubation fur 24 Stunden bei 37°C. Das gesuchte Plasmid konnte 
20 nach DNA-lsolation und Kontrollspaltung, bei anschliefiender Gelelektrophorese im 0,8 %igen Agarosegel (30 Minuten, 
10V/cm), mit dem Enzym Xbal in einem Klon identifiziert werden und wurde mit pFE91 bezeichnet. 
[0075] Das Plasmid pFE91 wurde in den Stamm C. glutamicum ATCC13032 elektroporiert und Transformanten auf 
LB Agar, welcher mit 7,5ug/ml Chloramphenicol versetzt war, und anschliefcender Inkubation fur 48 Stunden bei 30°C 
selektioniert. Der erhaltene Stamm wurde als C. glutamicum ATCC13032/pFE91 bezeichnet. 

25 

Beispiel 13 

Bildung von Pantothenat durch Corynebacterium glutamicum ATCC13032 

30 [0076] Die Bildung von Pantothenat durch den C. glutamicum Stamm ATCC13032/pFE91 wurde in Medium CGXII 
(Keilhauer et al., 1993, Journal of Bacteriology, 175:5595-5603) mit 10 mg/ml Chloramphenicol, im Folgenden als C. 
glutamicum-Testmedium bezeichnet, gepruft. Dieses Medium ist in Tabelle 5 dargestellt. Je 50 ml frisch angesetztes 
C. glutamicum-Testmedium wurden mit einer 16 Stunden alten Kultur (C. glutamicum-Testmedium, 30°C, 150 Upm) 
mit einer o.D. 580 von 0,1 angeimpft. Nach 48stundiger Inkubation bei 30 C und 150 U/min wurden die Zellen durch 

35 10minutige Zentrifugation bei 5000 x g entfernt, der Uberstand wurde sterilfiltriert und die Pantothenat-Konzentration 
bestimmt. Die Zelldichte wurde wie in Beispiel 9 beschrieben bestimmt. 

[0077] Die Pantothenatbestimmung (als Calciumsalz) erfolgte mit Hilfe des Stammes Lactobacillus plantarum 
ATCC® 8014 nach Angaben des Handbuchs "DIFCO MANUAL" der Firma DIFCO (Michigan, USA;, 10 th Edition, 
1100-1102 (1984)). Das Ergebnis ist in Tabelle 6 dargestellt. 

40 



Tabelle 5 



45 



50 



55 



Substanz 


Menge pro Liter 


Bemerkung 


(NH 4 ) 2 S0 2 


20 g 




Harnstoff 


5g 




KH 2 K0 4 


1 g 




K 2 HP0 4 


ig 




MgS0 4 * 7 H 2 0 


0.25 g 




MOPS 


42 g 




CaCI 2 


10 mg 




FeS0 4 * 7 H 2 0 


10 mg 




MnS0 4 * H 2 0 


10 mg 




ZnSQ 4 * 7 H 2 Q 


1 mg 





16 



10 



15 



20 



25 



30 
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Tabelle 5 (fortgesetzt) 



OUUoldl \c~ 


IVIci ILJc \JlU LILcf 




CuS0 4 


0.2 mg 




NiCI 2 * 6 H 2 0 


0.02 mg 




Biotin 


0.5 mg 




Glukose 


40 g 


separat autoklavieren 


Protocatechusaure 


0.03 mg 


sterilfiltrieren 


Tabelle 6 



Stamm 


Konzentration 
[jig/ml] 


Zelldichte 
[oD 580 ] 


Produktivitat 
[ng/ml/oD 580 ] 


ATCC13032 


0,2 


20 


0,010 


ATCC13032/pFE91 


0,3 


20 


0,015 



Belspiel 14: 

Expression des panE-Gens von Saccharomyces cerevisiae 
1. Amplifikation des Leserasters YHR063c: 

[0078] Ausgehend von der Nukleotidsequenz des Saccharomyces cerevisiae Leserasters YHR063c (Accession Nr. 
U00061 des National Center for Biotechnology, Bethesda, MD, USA) wurden die nachstehenden PCR-Primer synthe- 
tisiert (MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland). Anfang bzw. Ende des Leserasters sind durch einen Punkt (.) gekenn- 
zeichnet: 



OJD539 (5' EcoRI-Notl START): 



5'- GCG CGA ATT CAG ATC CGC GGC CGC AAA GAG GAG AAA TTA 
ACT . ATG ACT GCA CCA CAC AGA AG -3 1 

• OJD540 (3' Spel-Pstl STOP): 

5'- CGC GAC TAG TCT GCA G.TC AGT CCT TTC TCC AGT CAC-3' 

[0079] Als Template diente genomische DNA des S. cerevisiae Stammes JD242, die nach der Methode von C. Gu- 
thrie und G.R. Fink (Guide to yeast genetics and molecular biologgy, Methods in Enzymology, Vol. 194, Academic 
Press, San Diego, CA, 1991) isoliert wurde. Dieser Stamm ist eine haploide Segregante des diploiden Stammes 
SC288C (Winston et al., Yeast 11, 53ff. (1995)), dessen Genom sequenziert wurde (Goffeau et al. t Science 274, pp. 
546, (1996)). Die Tetradenanalyse erfolgte nach der Methode von C. Guthrie und G.R. Fink (Guide to yeast genetics 
ans molecular biology, Methods in Enzymology, Vol. 194, Academic Press, San Diego, CA, 1991). Der Stamm JD242 
ist auxotroph fiir Leucin (leu2A1 Allel) und Uracil (ura3-52 Allel). Ein etwa 1,2 kB groftes DNA-Fragment konnte unter 
Verwendung des "High Fidelity Expand Polymerase" Kits der Firma Roche (Mannheim) durch 28 PCR-Zyklen unter 
den vom Hersteller angegebenen Bedingungen amplifiziert werden. Die Grofie wurde durch elektrophoretische Auf- 
trennung in einem 0,8%igen Agarosegel bestimmt. 



2. Konstruktion von pJD-YHR063c: 

[0080] Zur Expression des YHR063c Leserasters in S. cerevisiae wurde das PCR-Amplifikat in den E. coli - S. ce- 
revisiae Pendelvektor pJDCEX2 eingebaut (Abbildung 8 und Dohmen et al., 1 995, Journal of Biological Chemistry 270, 
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18099-18109) 

[0081] Das PCR-Produkt wurde zunachst mit EcoRI und Spel (AGS, Heidelberg, Deutschland) restringiert. Anschlie- 
ftend wurde es mit pJDCEX2-DNA, welche mit EcoRI und Xbal (AGS, Heidelberg, Deutschland) behandelt worden 
war, gemischt und mit T4-DNA Ligase (Roche, Mannheim, Deutschland) ligiert Der Ligationsansatz wurde in den E. 

5 coli Stamm XL1-Blue (Bullock et al., 1987, Biotechniques 5, 376) transformiert. Tranformanten wurde durch Selektion 
auf LB-Agar, welcher 150 ug/ml Ampicillin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) enthielt, erhalten. Die Plasmid-DNA 
aus den Ampicillin resistenten Klonen wurde durch alkalische Lyse prapariert (Sambrook et al.: Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Die isolierte Plasmid-DNA wurde dann durch Re- 
striktion mit Notl und Pstl und anschliefiender Auftrennung im 0,8%igen Agarosegel untersucht. Das Plasmid mit der 

10 gewunschten Struktur erhielt den Namen pJD-YHR063c (Abbildung 9). Die Sequenz des in pJD-YHR063c klonierten 
PCR-Produktes wurde durch Sequenzierung mit den Oligonukleotiden OJD105 und oJD106 verifiziert. 

• oJD105(T-CYC1): 

15 

5*- GAAGTCATCGAAATAG-3 1 



20 . 0JDIO6 (P-CUP1): 

5 1 -TCGTTTCTGTCTTTTTC-3 ' 

25 

3. Konstruktion von pKK-YHR063c: 

[0082] Zur Expression des YHR063c-Leserasters in E. coli wurde das Plasmid pKK223-3 (Brosius and Holy, Pro- 
ceedings of the National Academy of Science USA 81, 6929 (1984)) verwendet. Hierzu wurde das Plasmid 

30 pJD-YHR063c zunachst mit EcoRI und Pstl (AGS, Heidelberg, Deutschland) restringiert. Das etwa 1,2 kB grofte 
YHR063c-Fragment wurde nach elektrophoretischer Auftrennung in einem 0,8%igen Agarosegel aus diesem ausge- 
schnitten und die DNA mit dem Qiaexll Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Anschlieftend wurde 
sie in das Plasmid pKK223-3, welches mit EcoRI und Pstl geoffnet worden war, mit T4-DNA Ligase (Roche, Mannheim, 
Deutschland) ligiert. Der Ligationsansatz wurde in den E. coli Stamm XL1-Blue (Stratagene, LaJolla, CA, USA) trans- 

35 formiert. Tranformanten wurde durch Selektion auf LB-Medium, welches 150 ug/ml Ampicillin (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) enthielt, erhalten. Die Plasmid-DNA aus den Ampicillin resistenten Klonen wurde durch alkalische Lyse 
prapariert (Sambrook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). 
Der Klonierungserfolg wurde durch Restriktion mit EcoRI und Pstl und anschliefiender Auftrennung im 0,8%igen Aga- 
rosegel uberpruft. Das Plasmid mit der gewunschten Struktur erhielt den Namen pKK-YHR063c. 

40 

Beispiel 15: 

Komplementation der E. coli Mutante FES 

45 [0083] Zur Analyse der panE-Funktion des YHR063c Leserasters aus S. cerevisiae wurde untersucht, ob die Ex- 
pression dieses Leserasters die Pantothensaure-Bedurftigkeit des E. coli Stammes FE5 (Beispiel 1)komplementieren 
kann. Dieser Stamm ist in den Genloci panE und ilvC mutiert. Hierzu wurde zunachst der Stamm FES mit Plasmid 
pKK-YHR063c transformiert. 

[0084] Anschliefiend wurde das Wachstum des Stammes FE5/pKK-YHR063c auf M9-Minimalagar (Sambrook et aL: 
50 Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1 989), der mit 50 pg/mi Ketoisovalerat 
(Kiv) und 50 |ig/ml Isoleucin (He) supplementiert worden war, in Abhangigkeit von der Zugabe von Pantothenat (50 ug/ 
ml) untersucht. Als negative Kontrolle diente der Stamm FE5/pKK223-3 und als positive Kontrolle der Stamm 
FE4/pFE65 (Beispiel 4). Tabelle 7 zeigt das Ergebnis des Versuches: Das in Plasmid pKK-YHR063c enthaltene S. 
cerevisiae Leseraster YHR063c komplementiert die panE-ilvC Doppelmutation des E. coli Stammes FES. Das Lesera- 
55 ster YHR063c hat die Funktion eines panE-Gens. 
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Tabelle 7 



5 



Stamm 


M9 + Kiv + lie 
mit Pantothenat 


M9 + Kiv + lie 
ohne Pantothenat 


FE5/pFE65 


Wachstum 


Wachstum 


FE5/pKK223-3 


Wachstum 


kein Wachstum 


FE5/pKK-YHR063c 


Wachstum 


Wachstum 



10 

Beispiel 16 

Bestimmung der Ketopantoatreduktase-Aktivitat in verschiedenen Stammen von Saccharomyces cerevisiae 

15 [0085] Der S. cerevisiae Stamm JD242 (Siehe Beispiel 14) wurde mit den Plasmiden pJDCEX2 und pJD-YHR063c 
nach der Methode von Dohmen et al. transformiert (Dohmen et al. f Yeast 7, 691(1991)). Die Selektion auf Transfor- 
manten erfolgte auf leucinfreiem Minimalmedium mit 1,8% Agar(siehe Tab. 8a, b). 

[0086] Als Nahrmedium wurde eine Pantotothensaure - freie Variante des im Difco-Manual (Michigan, USA;, 10 th 
Edition, 1100-1102 (1984)) beschriebenen Yeast Nitrogen Base-Minimalmediums (YNB) verwendet. Es enthielt zu- 
20 satzlich Glucose (2%), Uracil (40 pg/ml), CuS0 4 (150 uM) zur Induktion des P CUPr Promotors von pJDCEX2 und 
pJD-YHR-063c, -Leu Drop-Out Supplement der Firma CLONTECH (Heidelberg, Deutschland, Cat. no. 8605-1) (650 
pg/ml) und die Supplemente Ketopantoat (100 ug/ml) und p-Alanin (100 ug/ml). Die Zusammensetzung des verwen- 
deten Mediums ist in Tabelle 8a und b dargestellt.Tabelle 8a: 



Tabelle 8a 



Verbindung 


Menge pro Liter 


(NH 4 ) 2 S0 2 


5g 


KH 2 P0 4 


19 


MgS0 4 * 7 H 2 0 


0,5 g 


NaCI 


0,1 g 


CaCI 2 


0,1 g 


H3BO3 


500 ug 


CuS0 4 


40 ug 


Kl 


100 ug 


FeCI 3 * 6 H 2 0 


200 ug 


MnS0 4 * H 2 0 


400 ug 


Na 2 Mo0 4 * 2 H 2 0 


400 ug 


ZnS0 4 * 7 H 2 0 


200 ug 


Biotin 


2ug 


Folsaure 


2ug 


Inositol 


2 mg 


Niacin 


400 ug 


p-Aminobenzoesaure 


200 ug 


Pyridoxin Hydrochlorid 


400 ug 


Riboflavin 


200 ug 


Thiamin Hydrochlorid 


400 ug 



19 



EP 1 001 027 B1 



Tabelle 8b 



Zusatze 


Menge pro Liter 


Glucose 


20 g 


Uracil 


40 mg 


CuS0 4 


24 mg 


-Leu DO Supplement 


650 mg 


Ketopantoat 


100 mg 


p-Alanin 


100 mg 



[0087] 250 ml Erlenmeyerkolben wurden mit 50 ml des angegebenen Nahrmedlums befullt, der Ansatz mit Hilfe 
elner Impfbse mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte beimpft (siehe Tab. 8a, b) und bei 30 C und 175 U/min 72 
Stunden inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 50 ml des gleichen Nahrmedium in einem 250 ml Erlenmeyerkolben so 
mit der Vorkultur beimpft, das die optischen Dichte (580 nm) 0,5 betrug. Nach einer 24 stundigen Bebrutungszeit bei 
30°C und 175 U/min wurden die optische Dichte mit einem Novaspec II Photometer der Firma Pharmacia (Freiburg, 
Deutschland) bei einer MeRwellenlange von 580 nm gemessen. Sie betrug fur beide Kulturen 4,0. Die spezifische 
Ketopantoatreduktase Aktivitat der S. cerevisiae Stamme JD242/pJDCEX2 und JD242/pJD-YHR063c wurde nach der 
bei Shimizu et al. (Journal of Biological Chemistry 263: 12077-12084 (1988)) beschriebenen Methode bestimmt. 
[0088] Hierzu wurden, mittels eines Hybaid RiboLyser (Heidelberg, Deutschland) und des RiboLyser Kit Red, Zell- 
extrakte der einzelnen Stamme gewonnen. Die Ketopantoatreduktase Aktivitat der Extrakte wurde anhand des NADPH 
Verbrauchs bei Zugabe von Ketopantoat bestimmt. Der Proteingehalt wurde nach der Methode von Bradfort ermittelt 
(Bradford, Analytical Biochemistry 72, 248ff.(1976)). Fur den Kontrollstamm JD242/pJDCEX2 wurde eine spezifische 
Ketopantoatreduktase Aktivitat von 3 mU/mg Protein und fur der Stamm JD242/pJD-YHR063c eine spezifische Aktivitat 
von 386 mU/mg Protein bestimmt. 

Beispiel 17 

Bildung von Pantothenat durch verschiedene Stamme von Saccharomyces cerevisiae 

[0089] Die Bildung von Pantothenat durch die Stamme S. cerevisiae JD242/pJDCEX2 und JD242/pJD-YHR063c 
wurde in batch - Kultur gepruft. 

[0090] 250 ml Erlenmeyerkolben wurden mit 50 ml des in Tab. 8a, b angegebenen Nahrmediums befullt, der Ansatz 
mit Hilfe einer Impfbse mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte beimpft (siehe Tabelle 8a, b) und bei 30°C und 1 75 
U/min 72 Stunden inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 50 ml des gleichen Nahrmedium in einem 250 ml Erlenmey- 
erkolben so mit der Vorkultur beimpft, das die optischen Dichte (580 nm) 0,5 betrug. Nach einer 24 stundigen Bebru- 
tungszeit bei 30°C und 175 U/min wurden die optische Dichte (580 nm) und die Pantothenat-Konzentration bestimmt. 
Fur die Bestimmung der Zelldichte wurde die optischen Dichte mit einem Novaspec 1 1 Photometer der Firma Pharmacia 
(Freiburg, Deutschland) bei einer Meftwellenlange von 580 nm gemessen. Der Pantothenat-Gehalt wurde im steril 
filtriertem Kulturuberstand bestimmt. 

[0091] Die Pantothenatbestimmung (als Calciumsalz) erfolgte mit Hilfe des Stammes Lactobacillus plantarum 
ATCC® 8014 nach Angaben des Handbuchs "DIFCO MANUAL" der Firma DIFCO (Michigan, USA;, 10 th Edition, 
1100-1102 (1984)). Das Ergebnis ist in Tabelle 9 zusammengefasst. 



Tabelle 9 



S. cerevisiae Stamm 


Konzentration 
[Mg/ml] 


Zelldichte 
[oD 580 ] 


Produktivitat 
[ug/ml/oD 580 ] 


JD242/pJDCEX2 


0,93 


4,0 


0,023 


JD242/pJD-YHR063c 


1,12 


4,1 


0,027 
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Abbildungen 

Folgende Abbildungen sind beigefugt: 
[0092] 

• Abbildung 1: Karte des Plasmids pDB1 

• Abbildung 2: Karte des Plasmids pGADIO 

• Abbildung 3: Karte des Plasmids pFEbank16 
Abbildung 4: Karte des Plasmids pFE32 
Abbildung 5: Karte des Plasmids pFE65 

• Abbildung 6: Karte des Plasmids pFE80 
Abbildung 7: Karte des Plasmids pFE91 

• Abb.8: Karte des Plasmids pJDCEX2. 

• Abb.9: Karte des Plasmids pJD-YHR063c. 

[0093] Bei der Angabe der Basenpaarzahlen handelt es sich urn ca.-Werte, die im Rahmen der Reproduzierbarkeit 
erhalten werden. 

[0094] Die in den Abbildungen verwendeten Abkiirzungen haben folgende Bedeutung: 



rrnBT1T2: 


Transkriptions-Terminator des rrnB-Gens 


Ptac: 


tac Promotor 


PAHD1: 


Promotor des ADH1 Gens aus Saccharomyces cerevisiae 


T ADH1: 


Terminator des ADH1 Gens aus Saccharomyces cerevisiae 


repts: 


termosensitiver Replikationsursprung 


ilvC: 


Kodierbereich des ilvC Gens 


ilvC*: 


5'-Bereich des ilvC Gens 


'ilvC: 


3-Bereich des ilvC Gens 


panB: 


Kodierbereich des panB Gens 


panC: 


Kodierbereich des panC Gens 


panD: 


Kodierbereich des panD Gens 


panE: 


Kodierbereich des panE Gens 


Amp: 


Resistenzgen fur Ampicilin 


tet': 


5-Bereich des tet Gens 


'tet: 


3'-Bereich des tet Gens 
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Cm: Resistenzgen fur Chloramphenicol 

Gm: Resistenzgen fur Gentamicin 

Ga14: Regulator fur Galactose induzierbare Gene aus Saccharomyces cerevisiae 

bps: Basenpaare 

LEU2: Beta-lsopropylmalat Dehydrogenase-Gen von Saccharomyces cerevisiae 

2u,: Sequenzen des endogenen 2u Plasmides von Saccharomyces cerevisiae 

Ap R : Beta-Lactamase-Gen 

15 P-CUP1 : Promoter des Saccharomyces cerevisiae CUP1-Gens (Metallothionein) 

T-CYC1 : Terminator des CYC1-Gens (Cytochrom C) von Saccharomyces cerevisiae 

ORF: open reading frame 

SD: Shine-Dalgarno Sequenz 



10 



20 



30 



40 



EcoRI: 


Schnittstelle 


des 


Restriktionsenzyms 


EcoRI 


EcoRV: 


Schnittstelle 


des 


Restriktionsenzyms 


EcoRV 


Hindi: 


Schnittstelle 


des 


Restriktionsenzyms 


Hindi 


Hindlll: 


Schnittstelle 


des 


Restriktionsenzyms 


Hindlll 


Kpnl: 


Schnittstelle 


des 


Restriktionsenzyms 


Kpnl 


Sail: 


Schnittstelle 
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50 Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von D-Pantothensaure durch Fermentation diese Saure produzierender Mikroorganis- 
men, dadurch gekennzeichnet, dass man Mikroorganismen einsetzt, in denen man fur die Ketopantoatreduktase 
kodierende Nukleotidsequenzen (panE-Gen), uberexprimiert. 
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2. Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man fur die Ketopantoatreduktase kodierende 
Nukleotidsequenzen (panE-Gen) aus E. coli uberexprimiert. 
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3. Verfahren gemafi Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dann man das panE-Gen in den Mikroorganismen durch 
Plasmidvektoren exprimiert. 

4. Verfahren gemafi den Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass man zur Erzielung der Uberexpres- 
5 sion als Promotor die lac-UV5-Mutation des lac-Promoters Oder den tac Promoter einsetzt. 

5. Verfahren gemafi Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, dass man Mikroorganismen einsetzt, in denen man das avtA-Gen ausschaltet. 

10 6. Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man Mikroorganismen einsetzt, in denen man 
das ilvE-Gen ausschaltet. 

7. Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man Mikroorganismen einsetzt, in denen man 
zusatzlich das ilvC-Gen uberexprimiert. 

15 

8. Verfahren gemafi Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man Mikroorganismen der Gattungen Corynebac- 
terium und E.coli einsetzt, in denen man zusatzlich das ilvC-Gen aus Corynebacterium glutamicum uberexprimiert. 

9. Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man zusatzlich eines oder mehrere der Gene 
20 uberexprimiert ausgewahlt aus der Gruppe: 

9.1 das fur die Ketopantoat-Hydroxymethyltransferase kodierende panB-Gen, 

9.2 das fur die Aspartat-Decarboxylase kodierende panD-Gen, 

25 

9.3 das fur die Pantothenat-Synthetase kodierende panC-Gen. 

10. Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man Mikroorganismen einsetzt, ausgewahlt aus 
der Gruppe: 

30 

10.1 Gram-negative Bakterien, 

10.2 Gram-positive Bakterien, 
35 10.3Pilze, 

10.4 Hefen. 

11. Verfahren gemafi Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Gram-negativen Mikroorganis- 
40 men urn Enterobacteriaceae handelt. 

12. Verfahren gemafi Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Mikroorganismen urn die Art 
Escherichia coli handelt. 

45 13. Verfahren gemafi Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Gram-positiven Mikroorganismen 
urn Mikrooganismen der Gattung Corynebacterium, handelt. 

14. Verfahren gemafi Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man die Mikroorganismen einsetzt, die eine L-Va- 
lin-Resistenz tragen. 

50 

15. Verfahren gemafi Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass man den Stamm FE7 einsetzt, der eine avtA:: 
aadB-Mutation im Chomosom tragt. 

16. Verfahren gemafi Anspruch 10 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass man die Stamme Saccaromyces cere- 
55 visiae JD242 oder E. coli FES einsetzt, in denen man die intrazellulare Aktivitat des Enzyms Ketopantoatreduktase 

durch Uberexpression des Leserasters YHR063c aus der Art Saccharomyces cerevisiae erhoht. 

17. Plasmidvektor pFE91, der das ilvC-Gen von Corynebacterium glutamicum tragt, gekennzeichnet durch die in 



23 



EP 1 001 027 B1 



Abbildung 7 wiedergegebene Restriktionskarte. 

18. Plasmidvektor pJD-YHR063c, der das YHR063c Leseraster von Saccaromyces cerevisiae enthalt, gekennzeich- 
net durch die in Abbildung 9 wiedergegebene Restriktionskarte. 

5 

19. Plasmidvektor pFE80, gekennzeichnet durch die in Abbildung 6 wiedergebende Restriktionskarte und hinterlegt 
in E.coli K12 Stamm MG 1655/pFE80 unter der Bezeichnung DSM 12414. 

20. Plasmidvektor pFE65, gekennzeichnet durch die in Abbildung 5 wiedergegebene Restriktionskarte und hinterlegt 
10 in E.coli K12 Stamm MG1655/pFE65 unter der Bezeichnung DSM 12382. 

21 . Plasmidvektor pFE32, gekennzeichnet durch die in Abbildung 4 wiedergegebene Restriktionskarte und hinterlegt 
in E.coli K12 Stamm MG1655/pFE32 der Bezeichnung DSM 12413. 

15 22. E.coli K12 Stamm FE6, der eine Valin-Resistenzmutation tragt, hinterlegt unter der Bezeichnung DSM 12379. 

23. E.coli K12 Stamm FE7, in dem das avtA-Gen gegen ein avtA::aadB-Fragment ausgetauscht ist, hinterlegt unter 
der Bezeichnung DSM 12380. 

20 24. Pantothensaure produzierende Mikroorganismen (Wirtszelle) der Gattungen E.coli oder Corynebacterium, die ei- 
nen der Plasmidvektoren gemafi den Anspruchen 19 bis 21 und gegebenenfalls eine oder mehrere Metabolit- 
und/oder Antimetabolit-Resistenz (en) enthalten. 

25. Verfahren zur Herstellung von Pantothensaure, dadurch gekennzeichnet, 
25 daft man folgende Schritte durchfiihrt: 

a) Fermentation von Mikroorganismen, ausgewahlt aus der Gruppe Gram-negative Bakterien, Gram-positive 
Bakterien, Pilze und Hefen, in denen man mindestens die fur das Enzym Ketopantoatreduktase kodierenden 
Nukleotidsequenzen uberexprimiert, 
30 b) Anreicherung der Pantothensaure im Medium oder in den Zellen der Mikroorganismen, 

c) isolieren der Pantothensaure. 

26. Verfahren gemaft Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Gram-negativen Bakterien urn 
Enterobactehaceae handelt. 

35 

27. Verfahren gemaft Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn Bakterien der Gattung Escherichia 
handelt. 

28. Verfahren gemafi Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Gram-positiven Bakterien urn 
40 Mikroorganismen der Gattung Corynebacterium, handelt. 

29. Verfahren gemafi Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Bakterien der Gattung 
Corynebacterium urn die Art Corynebacterium glutamicum handelt. 

45 30. Verfahren gemafi Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass in Stufe a) Ketopantoinsaure oder (3-Alanin zu- 
gesetzt werden. 

31. Verfahren zur Identifizierung des panE-Gens eines Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, dass man 

50 1. in den E. coli Stamm FE5, hinterlegt als DSM12378, der eine Defektmutation im panE-Gen tragt, durch 

Transformation eine Genbank der interessierenden Mikroorganismen einbringt, 

2. die Transformanten auf ihre Fahigkeit untersucht, auf einem Pantothensaure-freien Nahrboden zu wachsen, 
und 
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3. die in der Plasmid-DNA der erhaltenen Pantothensaure prototrophen Transformanten enthaltenen Inser- 
tionen durch Bestimmung der Nukleotidsequenzen untersucht. 
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Claims 

1 . Process for the production of D-pantothenic acid by fermentation of microorganisms producing this acid, charac- 
terised in that microorganisms are used in which nucleotide sequences (panE gene) coding for ketopantoate 
reductase are overexpressed. 

2. Process according to claim 1, characterised in that nucleotide sequences (panE gene) from E. coli coding for 
ketopantoate reductase are overexpressed. 

3. Process according to claim 2, characterised in that the panE gene is expressed in the microorganisms by plasmid 
vectors. 

4. Process according to claims 1 and 2, characterised in that in order to achieve over-expression the lac-UV5 
mutation of the lac promoter or the tac promoter is used as promoter. 

5. Process according to claim 1 , characterised in that microorganisms are used in which the avtA gene is eliminated. 

6. Process according to claim 1 , characterised in that microorganisms are used in which the ilvE gene is eliminated. 

7. Process according to claim 1 , characterised in that microorganisms are used in which in addition the ilvC gene 
is overexpressed. 

8. Process according to claim 1 , characterised in that microorganisms of the genera Corynebacterium and E. coli 
are used, in which in addition the ilvC gene from Corynebacterium glutamicum is overexpressed. 

9. Process according to claim 1 , characterised in that in addition one or more of the genes selected from the following 
group is/are overexpressed: 

9.1 the panB gene coding for ketopantoate hydroxymethyltransferase, 

9.2 the panD gene coding for aspartate decarboxylase, 

9.3 the panC gene coding for pantothenate synthetase. 

10. Process according to claim 1 , characterised in that microorganisms selected from the following group are used: 

10.1 Gram-negative bacteria, 

10.2 Gram-positive bacteria, 

10.3 fungi, 

10.4 yeasts. 

1 1 . Process according to claim 1 0, characterised in that the Gram-negative microorganisms are Enterobacteriaceae. 

12. Process according to claim 11, characterised in that the microorganisms are the species Escherichia coli. 

13. Process according to claim 10, characterised in that the Gram-positive microorganisms are microorganisms of 
the genus Corynebacterium. 

14. Process according to claim 1 , characterised in that microorganisms are used that have a resistance to L-valine. 

15. Process according to claim 11 , characterised in that the strain FE7 is used that carries an avtA::aadB mutation 
in the chromosome. 

16. Process according to claim 10 or claim 12, characterised in that the strains Saccaromyces cerevisiae JD242 or 
E. coli FES are used, in which the intracellular activity of the enzyme ketopantoate reductase is enhanced by 
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overexpression of the reading frame YHR063c from the species Saccaromyces cerevisiae. 

17. Plasmid vector pFE91 that carries the ilvC gene of Corynebacterium glutamicum, characterised by the restriction 
map reproduced in Fig. 7. 

5 

18. Plasmid vector pJD-YHR063c that contains the YHR063c reading frame of Saccaromyces cerevisiae, character- 
ised by the restriction map reproduced in Fig. 9. 

19. Plasmid vector pFE80, characterised by the restriction map reproduced in Fig. 6 and deposited in E. coli K12 
10 strain MG 1655/pFE80 under the reference DSM 12414. 

20. Plasmid vector pFE65, characterised by the restriction map reproduced in Fig. 5 and deposited in E. coli K12 
strain MG 1655/pFE65 under the reference DSM 12382. 

15 21. Plasmid vector pFE32, characterised by the restriction map reproduced in Fig. 4 and deposited in E. coli K12 
strain MG 1655/pFE32 under the reference DSM 12413. 

22. E. coli K12 strain FE6, that carries a valine resistance mutation, deposited under the reference DSM 12379. 

20 23. E. coli K1 2 strain FE7, in which the avtA gene is replaced by an avtA::aadB fragment, deposited under the reference 
DSM 12380. 

24. Pantothenic acid-producing microorganisms (host cell) of the genera E. coli or Corynebacterium that contain one 
of the plasmid vectors according to claims 19 to 21 and are optionally resistant to one or more metabolites and/ 

25 or antimetabolites. 

25. Process for the production of pantothenic acid, characterised in that the following steps are carried out: 

a) fermentation of microorganisms selected from the group comprising Gram-negative bacteria, Gram-positive 
30 bacteria, fungi and yeasts, in which at least the nucleotide sequences coding for the enzyme ketopantoate 

reductase are overexpressed, 

b) enrichment of the pantothenic acid in the medium or in the cells of the microorganisms, 
35 c) isolation of the pantothenic acid. 

26. Process according to claim 25, characterised in that the Gram-negative bacteria are Enterobacteriaceae. 

27. Process according to claim 26, characterised in that the bacteria are bacteria of the genus Escherichiae. 

40 

28. Process according to claim 25, characterised in that the Gram-positive bacteria are microorganisms of the genus 
Corynebacterium. 

29. Process according to claim 28, characterised in that the bacteria of the genus Corynebacterium are the species 
45 Corynebacterium glutamicum. 

30. Process according to claim 25, characterised in that ketopantoic acid or p-alanine is added in stage a). 

31. Process for the identification of the panE gene of a microorganism, characterised in that 
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1. a gene bank of the microorganisms of interest is introduced by transformation into the E. coli strain FE5, 
deposited as DSM12378, which carries a defect mutation in the panE gene, 

2. the transformants are investigated for their ability to grow on a pantothenic acid-free nutrient medium, and 

3. the prototrophic transformant-containing insertions in the plasmid DNA of the obtained pantothenic acid are 
investigated by determining the nucleotide sequences. 
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Revendications 

1 . Procede pour la preparation d'acide D-pantothenique par fermentation des micro-organismes produisant cet acide, 
caracterise en ce qu' 

on utilise des micro-organismes dans lesquels on sur-exprime les sequences de nucleotides codantes (gene panE) 
pour la cetopantoate-reductase. 

2. Procede selon la revendication 1 , 
caracterise en ce qu* 

on sur-exprime les sequences de nucleotides codantes (gene panE) pour la cetopantoate-reductase a partir de 
E. coli. 

3. Procede selon la revendication 2, 
caracterise en ce qu 1 

on exprime le gene panE dans les micro-organismes par des vecteurs plasmides. 

4. Procede selon les revendications 1 et 2, 
caracterise en ce qu' 

on utilise comme promoteur pour obtenir la sur-expression la mutation lac-UV5 du promoteur lac ou le promoteur 
tac. 

5. Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu' 

on utilise des micro-organismes dans lesquels on inhibe le gene avtA. 

6. Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu' 

on utilise des micro-organismes dans lesquels on inhibe le gene ilvE. 

7. Procede selon la revendication 1 , 
caracterise en ce qu' 

on utilise des micro-organismes dans lesquels on sur-exprime en plus le gene ilvC. 

8. Procede selon la revendication 1 , 
caracterise en ce qu' 

on utilise des micro-organismes des genres Corynebacterium et E.coli, dans lesquels on sur-exprime en plus le 
gene ilvC de Corynebacterium glutamicum. 

9. Procede selon la revendication 1 , 
caracterise en ce qu' 

on sur-exprime en plus un ou plusieurs des genes choisis dans le groupe forme par : 

9.1. le gene panB codant pour la cetopantoate-hydroxymethyltransferase, 

9.2. le gene panD codant pour Taspartate-decarboxylase. 

9.3. le gene panC codant pour la pantothenate-synthetase. 

10. Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce qu' 

on utilise des micro-organismes, choisis dans le groupe : 

10.1. des bacteries gram-negatives, 

10.2. des bacteries gram-positives, 

10.3. des champignons. 

10.4. des levains. 

11. Procede selon la revendication 10, 
caracterise en ce que 

pour les micro-organismes gram-negatifs, il s'agit d'Enterobacteriaceae. 
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12. Procede selon la revendication 11, 
caracterise en ce que 

pour les micro-organismes, il s'agit de Tespece Escherichia coli. 

5 13. Procede selon la revendication 10, 
caracterise en ce que 

pour les micro-organismes gram-positifs, il s'agit de micro-organismes du genre Corynebacterium. 

14. Procede selon la revendication 1, 
10 caracterise en ce qu* 

on utilise des micro-organismes qui portent une resistance a la L-valine. 

15. Procede selon la revendication 11, 
caracterise en ce qu' 

15 on utilise la souche FE7, qui porte une mutation avtA::aadB dans le chromosome. 

16. Procede selon la revendication 10 ou 12, 
caracterise en ce qu' 

on utilise les souches Saccaromyces cerevisiae JD 1242 ou E. coli FE5, dans lesquelles on eleve Tactivite intra- 
20 cellulaire de I'enzyme cetopantoate-reductase par sur-expression de la grille de lecture YHR063c de Tespece 

Saccharomyces cerevisiae. 

17. Vecteur plasmide pFE91, qui porte le gene ilvC de Corynebacterium glutamicum, 
caracterise par 

25 la carte de restriction reproduite sur la figure 7. 

18. Vecteur plasmide pJD-YHR063c, qui contient la grille de lecture YHR063c de Saccaromyces cerevisiae, 
caracterise par 

la carte de restriction reproduite sur la figure 9. 

30 

19. Vecteur plasmide pFE80, 
caracterise par 

la carte de restriction reproduite sur la figure 6 et depose dans E. coli K1 2 souche MG 1655/pFE80 sous la deno- 
mination DSM 12414. 

20. Vecteur plasmide pFE65. 
caracterise par 

la carte de restriction reproduite sur la figure 5 et depose dans E. coli K12 souche MG1655/pFE65 sous la deno- 
mination DSM 12382. 

21. Vecteur plasmide pFE32, 
caracterise par 

a carte de restriction reproduite sur la figure 4 et depose dans E. coli K12 souche MG1655/pFE32 sous la deno- 
mination DSM 12413. 

22. E. coli K1 2 souche FE6. qui porte une mutation de resistance de valine, depose sous la denomination DSM 1 2379. 

23. E. coli K12 souche FE7, dans lequel le gene avtA est echange contre un fragment avtA::aadB, depose sous la 
denomination DSM 12380. 

24. Micro-organismes produisant de I'acide pantothenique (cellule hotesse) des genres E. coli ou Corynebacterium, 
qui contiennent Tun des vecteurs plasmides selon les revendications 19 a 21 et, le cas echeant, une ou plusieurs 
resistance(s) metabolite(s) et/ou antimetabolite(s). 

55 25. Procede pour la preparation de I'acide pantothenique, 
caracterise en ce qu' 

on effectue les etapes suivantes : 
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a) fermentation de micro-organismes, choisis dans le groupe des bacteries gram-negatives, des bacteries 
gram-positives, des champignons et des levains, dans lesquels on sur-exprime au moins les sequences de 
nucleotides codantes pour I'enzyme cetopantoate-reductase, 

b) enrichissement de I'acide pantothenique dans le milieu ou dans les cellules des micro-organismes, 

c) isolation de I'acide pantothenique. 

26. Precede selon la revendication 25, 
caracterise en ce que, 

pour les bacteries gram-negatives, il s'agit d'Enterobacteriaceae. 

27. Procede selon la revendication 26, 
caracterise en ce qu* 

il s'agit de bacteries du genre Escherichia. 

28. Procede selon la revendication 25. 

caracterise en ce que, pour les bacteries gram-positives, il s'agit de micro-organismes du genre Corynebacterium. 

29. Procede selon la revendication 28, 
caracterise en ce que, 

pour les bacteries du genre Corynebacterium, il s'agit de I'espece Corynebacterium glutamicum. 

30. Procede selon la revendication 25, 
caracterise en ce que 

a I'etape a) on ajoute de I'acide cetopantoique ou de la [3-alanine. 

31. Procede pour Identification du gene pan-E d'un micro-organisme, 
caracterise en ce que 

1. dans le E. coli souche FE5, depose comme DSM12378, qui porte une mutation defectueuse dans le gene 
pan-E, on introduit par transformation un genome des micro-organismes interessants, 

2. on etudie les transformants sur leur capacite de croitre sur un milieu de culture exempt d'acide pantothe- 
nique, et 

3. on etudie les insertions contenues dans I'ADN plasmide des transformants prototrophes de I'acide panto- 
thenique obtenu, par la determination des sequences de nucleotides. 
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Abb. 2 
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Abb. 3 
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Abb. 5 
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Abb. 7 
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Figur 8 
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Figur 9 
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